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RESUMO

Em 2009, foi divulgada uma lista contendo 71 espécies medicinais com o intuito de
nortear estudos no desenvolvimento de fitoterapicos, a chamada Relagédo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse do SUS (Renisus). Dentre essas espécies encontra-se a
Phyllanthus niruri (“quebra-pedra”). Diversos estudos de P. niruri relatam importantes
agdes farmacologicas, bem como estudos quimicos que indicam a presenga de varios
metabdlitos secundarios. Contudo, nesses trabalhos a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) é a técnica mais utilizada na qual sdo utilizados solventes téxicos que
podem trazer varios danos a saude do analista e ao meio ambiente. Diante deste
contexto, este trabalho apresenta o desenvolvimento de uma metodologia cromatografica,
que permite a analise do perfil de P. niruri por CLAE, utilizando agua e etanol como fase
movel (solventes ambientalmente “amigaveis”), realizado por uma estratégia racional e
com numero de experimentos reduzido. Com a aplicagdo de um planejamento fatorial
fracionario foi possivel determinar os parametros cromatograficos importantes para a
separacgao dos metabdlitos de quebra-pedra por CLAE que foram: porcentagem inicial de
etanol e temperatura de analise. Apos a identificacdo dos principais parametros foi
realizado um Planejamento de Composto Central que possibilitou a obtengdo de um
modelo matematico que foi capaz de calcular os valores ideais dos parametros analisados
obtendo um perfil cromatografico verde com o maior numero de picos e com a melhor

distribuicao possivel abordando 6 principios dos 12 de quimica verde.

Palavras-chave: Phyllanthus niruri, cromatografia verde, quimiometria, CLAE-DAD



ABSTRACT

In 2009, a list containing 71 medicinal species was published with the purpose of guiding
studies on the development of herbal medicines, the so-called National List of Medicinal
Plants of Interest of SUS (Renisus). Among these species is Phyllanthus niruri ("stone
breaker"). Several studies of P. niruri report important pharmacological actions, as well as
chemical studies that indicate the presence of several secondary metabolites. However, in
these works High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is the most used technique
in which toxic solvents are used that can cause several damages to the health of the
analyst and to the environment. In this context, this work presents the development of a
chromatographic methodology, which allows the analysis of the profile of P. niruri by HPLC,
using water and ethanol as a mobile phase (environmentally “friendly” solvents), carried
out by a rational and numerical strategy of reduced experiments. With the application of a
fractional factorial design, it was possible to determine the chromatographic parameters
important for the separation of stone breaking metabolites by HPLC, which were: initial
percentage of ethanol and temperature of analysis. After the identification of the main
parameters, a Central Composite Design was carried out, which enabled the obtainment of
a mathematical model that was able to calculate the ideal values of the analyzed
parameters obtaining a green chromatographic profile with the highest number of peaks
and with the best possible distribution addressing 6 principles from the 12 of green

chemistry.

Key words: Phyllanthus niruri, green chromatography, chemometrics, HPLC-PAD
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1. INTRODUGAO

1.1. Plantas Medicinais

A utilizagao de plantas para o tratamento de enfermidades € tdo antiga quanto a
existéncia do homem. Contudo, plantas medicinais perderam forca com o avanco da
ciéncia e tecnologia que desenvolveram outros meios de cura como os mais diversos
medicamentos industrializados (BADKE et al., 2011).

Entretanto, em paises subdesenvolvidos, o principal recurso terapéutico para a
cura de enfermidades ainda € o uso de plantas medicinais, pois o0 acesso aos
medicamentos industrializados, bem como seu alto custo tornam-se grandes obstaculos

por grande parte da populagao (FIRMO et al., 2011).

‘A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estima que 80% da
populacdo usam recursos de medicinas populares para suprir
necessidades de assisténcia médica privada, podendo girar em torno
de 22 bilhdes de ddlares” (FIRMO et al., 2011, p. 93).

Plantas brasileiras tituladas como medicinais sdo vendidas em muitos
estabelecimentos como farmacias, drogarias, lojas de cultivos, entre outros. No entanto,
muitas das propriedades farmacologicas anunciadas ndo sao cientificamente
comprovadas podendo levar o individuo adquirir plantas com certo teor de toxicidade.
Neste contexto, a ciéncia busca novos meios terapéuticos que possam garantir qualidade
e seguranca no uso de plantas medicinais através do isolamento de seus metabdlitos
secundarios. Os mesmos s&o compostos organicos que inibem ou ativam alvos
moleculares impedindo, por exemplo, a producdo de mediadores inflamatérios no
organismo (VEIGA Jr. et al., 2005; FIRMO et al., 2011; NOLDIN, 2005).

Esgotando-se os estudos laboratoriais € comprovando a eficacia de uma planta
medicinal, a mesma pode ser comercializada como um medicamento denominado

fitoterapico.

1.2. Fitoterapicos

Os medicamentos fitoterapicos, por serem de baixo custo, sdo utilizados pelo
Sistema Unico de Saude (SUS) e aprovados pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa). Por isso, sdo considerados seguros e eficazes para a populagao.

O Ministério da Saude divulgou, em 2009, uma lista contendo 71 plantas
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medicinais, denominada Relagdao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
(Renisus). A Renisus contem plantas medicinais que apresentam potencial para gerar
produtos de interesse ao SUS. A finalidade da lista € orientar estudos e pesquisas que
possam subsidiar a elaboracdo da relacdo de fitoterapicos disponiveis para uso da
populagdo, com seguranga e eficacia para o tratamento de determinada doenca
(BIBLIOTECA..., 2015).

1.3. Phyllanthus niruri

Uma das espécies que compde a Renisus € a Phyllanthus niruri, conhecida
popularmente como “quebra-pedra” (Figura 1). Do género Phyllanthus, a espécie pertence
a familia Euphorbiaceae. Seu crescimento ocorre principalmente em periodos de muita
chuva em qualquer tipo de solo, sendo comum aparecer nas fendas das calgadas,
terrenos baldios, quintais e jardins, em todos os estados brasileiros (SPRENGER, 2011;
SILVA, 2013). Na medicina popular é utilizada no tratamento de hepatites, diabetes e

disturbios renais, especialmente na eliminacao de pedras nos rins (ALBRECHT, 2014).

Figura 1. Phyllanthus niruri
Fonte: Enrico Banfi (ACTA PLANTARUM, 2015)

Estudos quimicos de diversas partes de P. niruri, tais como folhas, caules e raizes,
indicaram a presencga de mais de 50 metabdlitos secundarios incluindo lignanas, taninos,
terpenos (monoterpenos e triterpenos) e diversas classes de flavondides e alcaldides,
bem como uma quantidade elevada de acido galico em suas folhas. Dos estudos
realizados na identificagcdo de metabdlitos secundarios, destaca-se a corilagina, rutina e
3,4,5-tri-hidroxibenzoato de etila (Figura 2, COLOMBO et al., 2008).



14/41

Figura 2. Metabdlitos secundarios isolados de P. niruri: 1 — corilagina; 2 — rutina; 3 — 3,4,5-tri-
hidroxibenzoato de etila.
Fonte: COLOMBO et al., 2008

A composigao quimica do extrato de diferentes partes da planta reflete no efeito
farmacolégico in vivo (CRUCES et al., 2013; SILVA, 2013). Estudos farmacoldgicos
realizados com P. niruri indicaram acao anti-inflamatéria, antifungica, antiviral,
antibacteriana, antioxidante, hepatoprotetora, hipoglicémica, hipotensiva, analgésica e
antilitogénica. (CRUCES et al., 2013). Dentre os metabdlitos secundarios identificados,
destacam-se o lupeol, um triterpeno, por inibir a citotoxicidade induzida pelo CaOx
(responsavel pela urolitiase), como também reduzir a deposi¢ao de cristais renais e os
alcaloides por possuirem agao antiespasmaodica (CRUCES et al., 2013).

Com o extrato aquoso da planta, estudos com urina humana e de ratos in vitro e in
vivo foram realizados, dos quais, foram evidenciados uma reducdo de tamanho e
agregacao de cristais de CaOx assim como a inibicdo completa e moderada da xantina
oxidase na experimentacdo in vitro e in vivo, respectivamente, ressaltando uma agao
antihiperuricémica (CRUCES et al., 2013).

Estudos clinicos realizados em pacientes portadores de calculos renais
evidenciaram uma redugao de magnésio na urina e um controle da hipercalciuria, mas os
calculos nao sofreram nenhuma alteracdo apresentando um resultado negativo. Contudo,
P. niruri ndo apresentou efeitos prejudiciais aos seres humanos relatando uma auséncia
de toxicidade tanto aguda como crénica (CRUCES et al., 2013).

E possivel observar que P. niruri ¢ uma planta medicinal considerada ideal para o
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desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos, porém os estudos quimicos citados que
aplicam cromatografia fazem uso de solventes téxicos como, por exemplo, acetonitrila e
metanol, o que pode ocasionar a geragdo de grandes quantidades de residuos, que
necessitam de tratamentos de alto custo, além de proporcionar riscos a saude do analista.

A maioria dos estudos de plantas medicinais tem como principal objetivo a
comprovacado (ou nao) cientifica dos relatos etnofarmacolégicos e, com isso, poder
proporcionar alternativas naturais (de baixo custo e sustentaveis) para o tratamento das
enfermidades. Nesse sentido, percebe-se uma contradicdo: estudos que visam
alternativas naturais utilizarem solventes/reagentes toxicos que prejudicam a natureza.

Essa contradicdo ou preocupacao tem levado pesquisadores a desenvolverem
novas estratégias para os estudos na area de quimica de um modo geral, como relata
Lenardao e col. (2003):

“No inicio da década de 90, uma nova tendéncia na maneira como a
questdo dos residuos quimicos deve ser tratada comegou a tomar
forma. Esta nova visdo do problema, com a proposigdo de novas e
desafiadoras solugdes, considera que, fundamentalmente, é preciso
buscar uma alternativa que evite ou miniminize a produgao de residuos,
em detrimento da preocupacgao exclusiva com o tratamento do residuo
no fim da linha de producao (“end of pipe”). Este novo direcionamento
na questao da reducédo do impacto da atividade quimica ao ambiente
vem sendo chamado de “green chemistry”, ou quimica verde, quimica
limpa, quimica ambientalmente benigna, ou ainda, quimica auto
sustentavel.”

1.4. Quimica Verde

Também chamada de “quimica limpa”, a quimica verde € a ciéncia que, baseada
em 12 principios basicos, tem a preocupacado em desenvolver meios capazes de diminuir
0s impactos causados ao meio ambiente, reduzindo ou eliminando substancias toxicas
geradas pelas industrias ou até mesmo por meios comerciais. Tais principios sao:
(PRADO, 2003)

1.Prevenir a formacéo de subprodutos;

2.Economia de atomos;

3.Sinteses com compostos de menor toxidade;
4.Desenvolvimento de compostos seguros;

5.Evitar o uso de solventes e auxiliares;

6.Diminuir a energia gasta durante um processo quimico;
7.Utilizacao de substancias recicladas;

8.Diminuicao de derivativos;
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9.Uso de catalisadores;

10. Desenvolvimento de compostos para degradacgao;

11. Controlar a formacdo de compostos toxicos para a prevencdo da
poluigao;

12. Uso de substancias seguras para evitar acidentes tais com explosdes e
incéndios;

Os estudos de plantas medicinais, de um modo geral, envolve varios procedimento
tais como: coleta do material vegetal, preparagdo dos extratos, fracionamento dos
extratos e identificacdo dos metabdlitos secundarios.

Desses procedimentos citados, a extracdo e fracionamento sdo os que utilizam
maior quantidade de solventes organicos. Chemat e col. (2012) descrevem seis principios
para o estudo verde de plantas medicinais:

1. Selegao de recursos vegetais renovaveis

2.Uso de compostos de baixa ou nenhuma toxidade, bem como agua ou
agrosolventes

3.Reducao do consumo de energia fazendo uso de tecnologias alternativas
4.Prevenir a formacao de subprodutos e produzir co-produtos

5.Reducdo de etapas basicas no processo, as chamadas operacgdes
unitarias

6.0btencdo de extratos vegetais sem contaminantes, biodegradaveis e nao

desnaturados.

1.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O procedimento de fracionamento € caracterizado pela utilizagdo de técnicas
cromatograficas e dentre elas, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é a de
maior destaque.

Considerada uma cromatografia liquida moderna, devido ao uso de colunas mais
empacotadas e uma valorizagdo maior da pressao durante a analise, a CLAE faz uso de
detectores que permitem uma analise quantitativa da amostra, sendo eles de
fluorescéncia, ultravioleta, arranjos de diodos, entre outros. (DEGANI; CASS; VIEIRA,
1998)

Acetonitrila € de longe o solvente mais utilizado em CLAE por causa de suas

caracteristicas unicas, como a dissolucdo de uma ampla gama de solutos, baixa acidez,



17/41

reatividade quimica minima, baixa absorbancia na regiao do ultravioleta e compatibilidade
com a espectrometria de massas, contudo, apresenta grande teor de toxicidade.

Portanto, reduzir o consumo ou substituir a acetonitrila € seguramente prioridade
na CLAE verde.

Para auxiliar pesquisadores e industrias a substituir solventes n&o-verdes ou
implementar novos métodos verdes de analises, o Green Institute pertencente a American
Chemical Society e a empresa farmacéutica Pfizer elaboraram listas que classificam os
solventes quanto as suas caracteristicas verdes, sendo essas a “ACS-GCI/ -
Pharmaceutical Roundtable Solvent Selection Guide” e a “Pfizer Medicinal Chemistry —

Solvent Selection Guide”.

1.6. Quimiometria

A Quimiometria é definida como sendo uma area da quimica que possui a
finalidade de analisar uma amostra através de medidas de um conjunto de variaveis
utilizando conceitos de matematica e estatistica. A quimiometria foi originada a partir da
necessidade de interpretacédo e tratamento de uma grande quantidade dados, muitas
vezes variados, provenientes de modernos instrumentos de analise. (FERREIRA et al.,
1999)

“Ao longo desses anos, nota-se que a otimizagdo das condigcdes
experimentais de determinado sistema ou método analitico € conduzida de
forma relativamente negligente pelos experimentadores e a tomada de
decisbes é mais baseada no empirismo do que em fatos concretos que
podem ser comprovados e explicados de forma estatistica, cientifica, e,
principalmente, quimica. Esta postura pode levar ao desperdicio de recursos
financeiros e tempo, e ao estabelecimento de conclusbes pouco
convincentes.” (PEREIRA FILHO, 2015)

Em muitas analises, diversas variaveis podem influenciar o resultado desejado e
para contornar tal problema, uma triagem é realizada com o objetivo de identificar as
variaveis que apresentam maior importancia, tanto do ponto de vista estatistico como
quimico. Para tal procedimento faz-se uso de Planejamentos Fatoriais Completos ou
Fracionarios quando o numero de variaveis for menor que 4 ou maior ou igual a 5,
respectivamente (PEREIRA FILHO, 2015).

Apés a realizagdo dos experimentos de triagem, as variaveis significativas sao
otimizadas, ou seja, sdo ajustadas a valores que originardo modelos matematicos que

convergem a resultados satisfatérios no final da analise. Para tal etapa, um dos caminhos
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seguidos é a utilizacdo de um Planejamento de Composto Central com um numero de
variaveis reduzido. (PEREIRA FILHO, 2015)

Neste contexto, o desenvolvimento de metodologias cromatograficas verdes com a
utilizacdo de reagentes classificados como ambientalmente amigaveis e a realizagdo de
experimentos que utilizam técnicas quimiométricas, que demandam menos experimentos
e recursos, satisfazendo os principios de quimica verde para o estudo de plantas

medicinais ou fitoterapicos, € uma estratégia desejavel.
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2. OBJETIVO

Desenvolver uma nova metodologia de analise por CLAE-DAD para a obtencéo do
perfil cromatografico de Phyllanthus niruri, utilizando uma estratégia racional e com

numero de experimentos reduzido, aplicando os conceitos de quimica verde.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Revisao da literatura e escolha do trabalho de referéncia

Foram realizadas consultas minuciosas de artigos cientificos que envolviam
métodos de analise de P. niruri por CLAE nas bases de dados: Scielo, Web of Science,
Google Scholar, SciFinder e Athena (base de dissertagdes e teses da UNESP).

Com critérios que envolvia o perfil obtido por CLAE, o numero de picos do
cromatograma e a identificagdo dos marcadores, foi selecionado o trabalho de De Souza
e col. (2002) como sendo o de referéncia, cujo perfil cromatografico por CLAE esta

ilustrado na figura 3.

3.2. Reagentes Utilizados
Solventes grau HPLC: EtOH (TEDIA®), acetonitrila (ACN, TEDIA®), agua purificada
em sistema Milli-Q, acido trifluoroacético (TFA, TEDIA®) e acido acético (TEDIA®).

3.3. Andlise da decocgao das partes aéreas de P. niruri por CLAE-DAD

As analises por CLAE foram realizadas em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia da marca Jasco (bomba PU-2089 Plus, amostrador AS-2055 Plus, forno de
coluna CO-2060 Plus), equipado com uma coluna analitica de fase reversa VarianRP Cs
(250 x 4,60 mm d.i. x 4 uym), uma pré-coluna de fase reversa Phenomenex® (4 x 3 mm, 5
Mm) e um detector de arranjo de fotodiodos (DAD, Jasco MD-2015 Plus), pertencente ao
Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Ciéncias da UNESP de Bauru, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Valdecir Farias Ximenes.

Para reproducédo do método de referéncia as analises foram realizadas em sistema
binario de solventes, sendo solvente A (H.O + 0,1% TFA) e solvente B (ACN:H,O + 0,1%
TFA na proporgao 50:50, viv). O modo de eluicdo para a reproducao do método foi
gradiente com a seguinte programacao de fase movel: 22-24% B (7 min), 22-40% B (10
min), 40-100% B (8 min), 100-22% B (15 min) com vazao de 0,6 mL.min"" e temperatura
de 30 °C, de acordo com o trabalho realizado por De Souza e colaborares (2002).

As analises realizadas para o desenvolvimento do método verde (Planejamento
Fatorial Fracionario e Planejamento de Composto Central) foram realizadas utilizando
uma coluna analitica de fase reversa XBridge (150 x 4,60 mm d.i. x 4 um, Waters®)
acoplada a pré-coluna anteriormente citada utilizando EtOH e H,O como fase maével. Foi

avaliado também a quantidade de acido acético em agua.
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3.4. Obtencao do material vegetal
As partes aéreas de Phyllanthus niruri foram cedidas pela empresa Centroflora
Extratos Vegetais (Lote: 031115.2654), sediada na cidade de Botucatu-SP.

3.5. Preparagcao da amostra

A amostra foi preparada de acordo com o protocolo estabelecido pelo trabalho de
referéncia de De Souza e colaboradores (2002).

Resumidamente as partes aéreas de P. niruri (obtidas comercialmente) foram
submetidas a moagem em moinho de facas e separados em particulas de tamanhos entre
250 a 850 um; foi realizada a decocgéo, ou seja, 5 g do p6 foi imerso em 50 mL de H.O a
80 °C (proporgao 1:10 de material vegetal/solvente extrator). Em seguida, a solugdo foi
filtrada, primeiramente, em papel de filtro e, apds, em microfiltro de 0,45 um (PTFE,

Allcrom®). Aliquotas de 20 uL foram injetadas no sistema CLAE.

3.6. Planejamentos experimentais

Para a triagem de varidveis um planejamento fatorial fracionario foi realizado
utilizando 2 niveis (+1, -1) com 5 fatores (variaveis), 2v®>' (Tabela 1).

O Planejamento de Composto Central foi utilizado 5 niveis (-1,68, -1, 0, +1, +1,68)
com 3 fatores (variaveis, Tabela 2).

Os calculos estatisticos foram realizados no software gratuito GNU Octave versao
4, sob orientagado do Prof. Dr. Renato Lajarim Carneiro da Universidade Federal de Sao
Carlos (UFSCair).

Tabela 1. Fatores (variaveis) e niveis estabelecidos na triagem para desenvolvimento do método
de eluigdo verde por CLAE de P. niruri (fatorial fracionario com 2 niveis e 5 fatores: 2,°").

Niveis
Fatores
-1 +1
X1. % inicial de EtOH 5 20
X2. Tempo de analise (min) 20 40
X3. Temperatura de analise (°C) 35 80
X4.% de acido acético no solvente A 0 0,5

X5. Vazao da fase movel (mL.min™") 0,6 1,0
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Tabela 2. Fatores (varidveis) e niveis estabelecidos a partir da triagem para o Planejamento de
Composto Central.

Fatores Niveis
-1 +1 0 -1,68 +1,68
X1. % inicial de EtOH 7 13 10 5 15
X3. Temperatura de analise (°C) 40 70 75 30 80

X6. % final de EtOH 26 44 35 20 50
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4. DESENVOLVIMENTO, RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Escolha do trabalho de referéncia
A revisdo bibliografica realizada (segao 3.1) foi para escolher um trabalho de
referéncia, para comparagao, que possuisse um método de analise de P. niruri por CLAE
com maior numero de picos no perfil cromatografico e com identificacdo dos marcadores.
Dos trabalhos consultados, o estudo de validacdo de método de analise
cromatografica realizado por De Souza e colaboradores (2002) satisfez os quesitos e
portanto, foi escolhido como trabalho de referéncia para nortear o desenvolvimento do

método verde.

4.2. Reproducao do trabalho de referéncia

A reproducao do trabalho de referéncia teve o objetivo de avaliar a integridade do
material vegetal (partes aéreas de P. niruri) e observar o comportamento das substancias,
baseado na polaridade e nas condigdes experimentais disponiveis para o
desenvolvimento deste projeto no laboratério de Quimica Organica e Processos da
Faculdade de Ciéncias da Unesp, campus Bauru.

De Souza e colaborares (2002) injetaram direto a decoccédo no sistema CLAE-
DAD, utilizando um sistema binario de solventes, sendo solvente A (H,O com 1% ac.
fosférico) e solvente B (ACN:H0, 1:1, v/v, com 1% ac. fosférico). O modo de elui¢do foi o
gradiente com a seguinte programacao de fase movel: 22-24% B (7 min), 22-40% B (10
min), 40-100% B (8 min), 100-22% B (15 min) com vazdo de 0,6 mL.min"" em uma
temperatura de 30 °C.

O perfil cromatografico apresentado possui 11 picos, sendo destacado os trés
majoritarios (Figura 3A): segundo os autores, Pico 1 é correspondente ao Acido Galico,
Flavonoide (Pico 2) e por comparacdo de espectros UV com o trabalho de Albrecht
(2014), o pico 3 é identificado como o composto Corilagina, considerado um marcador

fitoquimico de acordo com Colombo (2008).
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Figura 3. (A) Perfil cromatografico da decoccao das partes aéreas de P. niruri e (B) espetros UV
dos picos identificados no perfil cromatografico do trabalho de referéncia (De Souza et al., 2002).
Fonte: De Souza e colaboradores (2002).

Para a reproducéo do trabalho de referéncia foi realizada uma pequena alteracéo
do acido utilizado, substituindo o acido fosférico pelo TFA (secdo 3.6), devido falta de
disponibilidade em nosso estoque de reagentes. O TFA por ser um acido mais forte, com
pKa igual a 0,23, aproximadamente dez vezes maior que o do acido fosférico (pKa1 =
2,12), foi utilizado em uma proporgéo (0,1 %), dez vezes menor do que a utilizada para o
acido fosforico (1 %) na fase mével.

Apos a reproducao nas condigdes experimentais em nosso laboratério, foi possivel
obter o perfil cromatografico e os picos foram numerados de acordo com o espectro UV e

tempo de retengéo relatado no trabalho de referéncia (Figura 3B, Figura 4A e B).
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Figura 4. (A) Perfil cromatografico da reproducdo do trabalho de referéncia de P. niruri [Sistema
CLAE; coluna VarianRP C18 (250 x 4,60 mm d.i. x 4 pum); Solvente A (H.O + 0,1% TFA) e
solvente B (ACN:H;O + 0,1% TFA na proporgao 50:50, v:v). Gradiente: 22-24% B (7 min), 22-40%
B (10 min), 40-100% B (8 min), 100-22% B (15 min). Vazao de 0,6 mL.min"", L = 275 nm, 30°C];
(B) espetros UV dos picos numerados no cromatograma.

Como é possivel observar, os picos numerados tiveram uma pequena alteragao do
tempo de retencdo (Tabela 3). Este fato pode estar relacionado com o tipo e medida da
coluna Cys utilizada, pois na reproducgéo foi utilizada uma coluna VarianRP C1s (250 x 4,60
mm d.i. x 4 um) e no trabalho de referéncia De Souza e colaborares (2002) utilizaram
uma coluna Merck LiChrospher RP18 (250% 4 mm d.i., 5 ym).
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Tabela 3. Comparagdo de tempos de retengdo dos picos majoritarios do trabalho de
referéncia e sua reproducao

Tempo de retengao (min)

Picos .
Trabalho de referéncia RepmduS:fZ%?,g:balho de

1 6.6 6.8

2 20,2 18,7

3 21,5 20,1

4.3. Triagem de variaveis utilizando Planejamento Fatorial Fracionario

Essa é a primeira etapa para identificar, dentre um numero de variaveis, aquela(s)
que apresentam maior importancia no desenvolvimento de um método. Para isso, os
niveis de cada fator (variaveis) foram determinados através da reproducéo do trabalho de
referéncia (DE SOUZA et al., 2002), observando o comportamento dos constituintes
presentes na decocg¢do baseado na polaridade.

Foram fixados o volume das amostras em 20 pL, a concentracdo da amostra em
1g.L™" e a porcentagem final de EtOH em 70%, baseados no trabalho de referéncia (DE
SOUZA et al., 2002).

Apds o estabelecimento dos fatores e niveis, foi realizado um Planejamento
Fatorial Fracionario de 2 niveis e 5 fatores (2v®>', Tabela 1), cujas combinagées totalizaram
16 analises por CLAE (Tabela 4).

As respostas utilizadas para determinacédo da interferéncia dos fatores avaliados
foram: numero de picos, e a funcao-resposta GCFR (Green Chromatographic Fingerprint

Response, Equacao 1), desenvolvida pelo nosso grupo (FUNARI et al., 2014).

EFP n
X o bl
GCFR =1 (MP) (t)

Equacéao 1. Fungao-resposta GCFR (Green Chromatographic Fingerprint Response).

Na equacédo, o fator n corresponde ao numero total de picos de um determinado
cromatograma, x € o expoente da equagao (x=1 no presente trabalho), t € o tempo total

de andlise e os fatores FP e MP correspondem aos numeros de picos na metade do
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cromatograma com menos picos e na metade com maior numero de picos,
respectivamente.

As respostas analisadas tiveram o objetivo de realizar uma leitura qualitativa e
quantitativa encontrando uma relagdo entre o numero de picos e a sua distribuicdo por
todo o cromatograma em um determinado intervalo de tempo. E uma abordagem de
extrema relevancia no desenvolvimento de métodos cromatograficos de extratos de
plantas, bem como de outras amostras complexas. Quanto maior o valor obtido de GCFR
para uma determinada analise, melhor. O numero total de picos e o0 GCFR de cada
analise estao relacionados na Tabela 4, bem como os seus respectivos cromatogramas
nas Figuras 5 e 6. A atribuicdo dos niveis -1 e +1 (baixo e alto, respectivamente) séo
alternados a cada 1, 2, 4 e 8 experimentos para as analises X1, X2, X3 e X4,
respectivamente, ao passo que para a X5 os niveis sdo obtidos através da combinagao

das outras variaveis.

Tabela 4. Planejamento experimental de dois niveis e cinco fatores de um fatorial fracionario 2,°"
€ as respostas obtidas para cada analise.

Respostas
Experimentos X1 X2 X3 X4 X5 NUmero de GCFR
picos (x=1)
1 -1 -1 -1 -1 +1 18 19,1
2 +1 -1 -1 -1 -1 10 41,7
3 -1 +1 -1 -1 -1 23 40,1
4 +1 +1 -1 -1 +1 10 11,1
5 -1 -1 +1 -1 -1 15 57,7
6 +1 -1 +1 -1 +1 04 53
7 -1 +1 +1 -1 +1 14 15,1
8 +1 +1 +1 -1 -1 06 12,0
9 -1 -1 -1 +1 -1 20 35,1
10 +1 -1 -1 +1 +1 09 10,1
11 -1 +1 -1 +1 +1 32 33,0
12 +1 +1 -1 +1 -1 14 54,4
13 -1 -1 +1 +1 +1 15 16,1
14 +1 -1 +1 +1 -1 04 8,9
15 -1 +1 +1 +1 -1 26 54,1

16 +1 +1 +1 +1 +1 03 4,5
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Figura 5. Cromatogramas referentes aos experimentos 1 a 8 da triagem de variaveis por CLAE-
DAD.
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Figura 6. Cromatogramas referentes aos experimentos 9 a 16 da triagem de variaveis por CLAE-

DAD.
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As duas respostas obtidas na triagem foram utilizadas para calcular os efeitos de

cada fator estudado e suas combinacgoes.

Como é possivel observar no grafico normal da resposta numero de picos (Figura
7a), os contrastes que apresentaram efeitos significativos foram os referentes aos fatores
X1 e X3. No grafico normal da resposta GCFR (Figura 7b), ndo apresentou contrastes

com efeitos significativos, ou seja, ndo apresentaram efeitos que diferenciassem do

comportamento normal mais do que uma unidade.

Resposta numero de picos Resposta GCFR, x = 1

w0 w0
o
L
[{s (o]
o o

~

(4]
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[6]]
o
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(42
[an]

25 T 25
10 ] 10
5 i 5
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(a) (b)
Figura 7. Grafico norma dos valores dos efeitos calculados para a resposta (a) numero total de
picos e (b) GCFR.

O fator X1 foi significativo na separagdo dos metabdlitos de P. niruri. A
porcentagem inicial de EtOH (X1) interferiu diretamente na forga de eluicdo da fase movel,
em teoria, maior propor¢ao de solvente organico em fase reversa provoca eluicéo rapida
dos analitos ndo permitindo estabelecer o equilibrio de interagdo com a fase estacionaria
e fase movel e, com isso, muitas substancias coeluem, o que pode ter provocado a
diminuigdo no numero de picos no cromatograma.

O fator Temperatura (X3) também foi significativo na separagao das substancias
quando avaliada a resposta numero de picos. Maiores niveis de X3 sao melhores, pois
afinam os picos e aumentam a eficiéncia (difusdo mais rapida dos analitos, com
estabelecimento de um prato teérico mais rapidamente). Porém, a alta temperatura forgou
a eluicdo prematura de alguns compostos, deslocando a maior parte para a primeira

metade do cromatograma, prejudicando assim distribuicdo no cromatograma (resposta
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GCFR).

A porcentagem final de EtOH estabelecida pode ter ficado com valor muito alto e
com isso, também pode ter provocado a eluicdo de maior niumero de compostos na
primeira metade do cromatograma, ocasionando assim valores baixos para a resposta
GCFR.

Essa distingdo nao significa que os demais fatores cromatograficos (X2, X4 e X5)
sejam descartaveis, mas sim que a variagdo dos mesmos interferem com menor
magnitude na separag¢ao dos constituintes quimicos da decocg¢ao das partes aéreas de P.
niruri, quando utiliza-se misturas de EtOH e H,O como fase maével.

Com isso, um valor para cada um desses trés fatores pode ser fixado de maneira
que as analises sejam realizadas em um menor tempo e com menor consumo de

solventes, convergindo assim com os principios da quimica verde.

4.4. Otimizacao das condigoes cromatograficas (Planejamento de Composto
Central)
Uma vez que as variaveis significantes foram identificadas foi realizado um

refinamento das mesmas aplicando um Planejamento de Composto Central (CCD). O
CCD é uma alternativa com maior numero de niveis utilizando apenas as variaveis
relevantes o que requer um numero menor de experimentos que tem por objetivo
estabelecer um modelo matematico que calcule os valores 6timos dos fatores (variaveis).
Esse processo pode ser considerado um procedimento verde no desenvolvimento de
métodos cromatograficos, uma vez que diminui 0 numero de experimentos e utiliza EtOH
e agua como fase movel.

No CCD foi adicionado mais um fator, o X6 (% final de EtOH), além do X1 e X3,
com o objetivo melhorar a distribuicdo dos picos que eluiram, na maioria das analises da
triagem, na primeira metade do cromatograma (Tabela 2). Com isso, 0 numero de
analises planejadas para o CCD foi 14 (Tabela 5).

As variaveis que se mostraram estatisticamente irrelevantes na etapa de triagem
tiveram os seus valores fixados dentro da faixa investigada: Tempo de analise (X2) em 40
min, porcentagem de acido acético (X4) em 0,5% e vazéo da fase movel (X5) em 0,6 mL

min"’
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Tabela 5. Planejamento de Composto Central de 5 niveis e 3 fatores e as respostas obtidas para

cada analise.
Respostas
Experimentos X1 X3 X6 NUmero de GCFR (x=1)
picos
1 -1 -1 -1 41 13,6
2 +1 -1 -1 18 1,6
3 -1 +1 -1 25 2,1
4 +1 +1 -1 12 0,0
5 -1 -1 +1 37 4,1
6 +1 -1 +1 24 1,3
7 -1 +1 +1 30 0,8
8 +1 +1 +1 13 0,0
9 -1,683 0 0 38 4,2
10 +1,683 0 0 12 0,0
11 0 -1,683 0 37 8,0
12 0 +1,683 0 19 0,5
13 0 0 -1,683 24 3.8
14 0 0 +1,683 27 0,0

Como ¢é possivel observar nos cromatogramas das analises do CCD (Figuras 8 e

9), as melhores distribuicbes dos picos foram alcangadas nos experimento 1 e 11, cujo

numero de picos foi 41 e 37, e o GCFR (x=1) foi 13,6 e 8,0, respectivamente (Tabela 5).
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Figura 9. Cromatogramas referentes aos experimento 9 a 14 do CCD por CLAE-DAD.

A partir do conjunto de experimentos realizados com a decocg¢ao das partes aéreas

de Phyllanthus niruri o modelo matematico encontrado foi:

y =22 -1,84.2.2x — 1,3.(-1,5) + 0,7.x:2+ 1,5.x1x3 + 1,3.(-1,5)x1 + 1,1.(-1,5)x3 -1,0.(-1,5)x1x3

Obs.: valor de R? = 0,94 e o fator X6 fixado em -1,5, em que RZ corresponde ao fator de
correlacao.

A funcdo matematica definida forneceu um método de analise em uma fase mével
composta por EtOH (A) e H,O + 0,5% Ac. Acético (B) que inicia-se com 5% (A) até 14%
(A) terminando com 100% (A) em 45 minutos. Com uma vazdo de 0,6 mL min™ em
temperatura de 40°C. Possuindo um GCFR de 18,5, o ponto 6timo apresentou um

cromatograma composto por 37 picos, dos quais 0os majoritarios sdo destacados no
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cromatograma e seus espectros UV apresentados (Figuras 10, 11 e 12).
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Figura 10. Cromatograma do ponto 6timo da decoccao das partes aéreas de P. niruri [Sistema
CLAE; coluna XBrigde (150 x 4,60 mm d.i. x 4 pm, Waters®); Solvente A (EtOH) e solvente B
(H.O + 0,5% Ac. Acético). Gradiente: 5-14%% A (40 min), 14-100% B (5 min). Vazdo de 0,6
mL.min™", A = 275 nm, 40°C].
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Figura 11. Espectros UV referentes aos picos majoritarios 1 a 8 do perfil cromatografico 6timo da
decocgao das partes aereas de P. niruri por CLAE-DAD.
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Figura 12. Espectros UV referentes aos picos majoritarios 9 a 14 do perfil cromatografico étimo da

decoccgao das partes aereas de P. niruri por CLAE-DAD.

Por comparacao dos tempos de retencdo e espectros UV dos trabalhos de De
Souza e col. (2002) e Albrecht (2014), os marcadores fitoquimicos principais podem ser

identificados como: (1) Acido galico, (7) corilagina, (11) rutina, (12) acido elagico e (14)

quercitrina (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura dos principais marcadores (ALBRECHT, 2014) encontrados no perfil
cromatografico verde de P. niruri: (a) acido galico, (b) acido elagico, (c) rutina, (d) quecitrina e (e)
corilagina.

Pela analise dos espectros UV das outras substancias n&o consideradas
marcadores no perfil verde, os picos 4 e 13 pertencem a classe dos flavonoides (MABRY;
MARKHAM; THOMAS, 1970) e os picos 2, 3, 5, 6, 8, 9 e 10 s&o derivados de Acido

galico.
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5.CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou, por analises quimiomeétricas, que é possivel
desenvolver um perfil cromatografico de P. niruri por CLAE-DAD de uma maneira racional
que utiliza menor numero de analises do que um desenvolvimento tradicional utilizado por
grande parte dos cromatografistas.

Concomitantemente ao desenvolvimento de um perfil cromatografico que demande
um menor tempo, este trabalho utilizou alternativas seguras voltadas desde a saude do
analista até a preservagcdo ambiental. Os conceitos de quimica verde estiveram presentes
do inicio ao fim do desenvolvimento cromatografico, desde a preparacao da amostra até a
obtencgao do ponto 6timo.

Dos 12 principios de Quimica Verde (PRADO, 2003), seis foram abordados durante
o trabalho: Uma quantidade minima de material vegetal foi utilizada para as analises
convergindo com o Principio 2, foi realiza a substituicdo de metanol e acetonitrila por
etanol e agua cujo descarte pode ser feito sem impacto ambiental convergindo com o
Principio 11 e que também esta de acordo com Principio 12 e 10 que estabelece a
seguranga do analista e o uso de solventes que quando degradados nao agridam o meio
ambiente, respectivamente. Em nenhum momento durante o desenvolvimento
cromatografico houve geragao de residuos que necessitem de tratamento especial, 0 que
vai de encontro com o Principio 4 e a diminuicdo de recursos e tempo converge com o
Principio 6 que diz que o uso de energia deve ser minimizado.

Foi possivel, portanto, obter um perfil cromatografico por CLAE-DAD, como
alternativa verde, para analise de extratos polares das partes aéreas de P. niruri com
identificacdo inequivoca dos principais marcadores, sendo eles o acido galico, corilagina,

rutina, acido elagico e quercitrina.
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