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RESUMO

A espécie Phyllanthus niruri L. (Quebra-pedra) tem grande potencial fitoterapico,
sendo empregada para o tratamento de diversas patologias. Essa erva é
consumida principalmente na forma de infusdo. O objetivo do presente trabalho é
avaliar o teor total de flavonoides (método do cloreto de aluminio), a capacidade
antioxidante (Folin-Ciocalteu, DPPH, ABTS e FRAP), o perfil de compostos
organicos volateis (microextragdo em fase soélida) de infusbes de P. niruri
produzidas a partir de amostras de referéncia ou comerciais e a autenticidade das
ervas comerciais. Essa avaliacéo foi realizada com o auxilio de equipamentos de
espectrofotometria, cromatografia a gas com detector de ionizagdo em chamas e
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas. Os resultados
mostraram que os flavonoides parecem ter uma influéncia substancial sobre o
potencial antioxidante dessas infusbes de P. niruri, principalmente naquelas
originarias das amostras de referéncia. As infusdes das folhas das amostras de
referéncia destacam-se quanto ao potencial antioxidante, principalmente quando
medido através do ensaio FRAP. Esse estudo apresenta dados inéditos sobre o
perfil de compostos volateis das infusdes de P. niruri. Foram identificados trinta e
sete compostos organicos volateis no conjunto das infusdes analisadas, com
destaque para o grupo dos ésteres (14 representantes), hidrocarbonetos (6) e
compostos terpénicos oxigenados (6).

Palavras-chave: Phyllanthus niruri, flavonoides, capacidade antioxidante, fragédo

volatil.
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ABSTRACT

Phyllanthus niruri L. (stonebreaker) is a medicinal plant with significant
phytotherapeutic potential; it is widely used for the treatment of various diseases.
This herb is mainly consumed in the form of an infusion. The objective of this study
was to evaluate the total flavonoid content (using the aluminum chloride method),
antioxidant capacity (Folin-Ciocalteu, DPPH, ABTS, and FRAP assays), the profile
of volatile organic compounds (via solid-phase microextraction) in P. niruri
infusions prepared from reference and commercial samples and the authenticity of
commercial herbs. This evaluation was carried out with the aid of
spectrophotometry, gas chromatography with flame ionization detector and gas
chromatography coupled to mass spectrometry equipments. The results showed
that flavonoids appear to have a substantial influence on the antioxidant potential
of P. niruri infusions, particularly those derived from reference samples. Infusions
made from the leaves of reference samples stood out in terms of antioxidant
potential, especially as measured by the FRAP assay. This study presents novel
data on the volatile compound profile of P. niruri infusions. A total of thirty-seven
volatile organic compounds were identified across all analyzed infusions, with
esters (14 compounds), hydrocarbons (6), and oxygenated terpenes (6) being the

most prominent groups.

Keywords: Phyllanthus niruri, flavonoids, antioxidant capacity, volatile fraction.
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1. INTRODUGAO

As plantas medicinais constituem um recurso terapéutico relevante, sobretudo
em paises em desenvolvimento, onde entre 60% e 90% da populacéo depende da
medicina tradicional para o tratamento de enfermidades comuns (LIHELUKA et al.,
2023). O crescente interesse por espécies biologicamente ativas esta frequentemente
relacionado ao seu baixo custo em comparagado com os farmacos sintéticos (AMIN et
al., 2012a). No Brasil, estima-se que apenas 10% da flora nacional tenha sido objeto de
investigacdo cientifica, o que evidencia o vasto potencial para a descoberta de
compostos bioativos ainda inexplorados, considerando-se a notavel biodiversidade do
pais (BERNSTEIN et al., 2018).

Além da prospecgéo de novas espécies, € igualmente relevante aprofundar o
conhecimento sobre plantas ja utilizadas tradicionalmente, por meio da analise de
fragcdes quimicas menos estudadas (como a fragdo volatil), visando a identificagdo de
novos constituintes com potencial terapéutico. A caracterizacdo do perfil quimico
dessas fragdes pode contribuir também para a verificagdo da autenticidade e da
qualidade de produtos comerciais.

Dentre as espécies amplamente utilizadas no Brasil destaca-se Phyllanthus
niruri L., popularmente conhecida como quebra-pedra (ROSARIO; ALMEIDA, 2016;
BEZERRA et al., 2014). Suas partes aéreas e radiculares sdo tradicionalmente
empregadas no tratamento de calculo renal e infecgdes intestinais (LORENZI; MATOS,
2012). Diversos estudos tém atribuido a espécie uma variedade de atividades
farmacoldgicas, incluindo agbes antivirais, antimicrobianas, antitumorais e
antidiabéticas (PATEL et al., 2011).

Diante desse amplo potencial fitoterapico, torna-se relevante investigar as
infusdes preparadas a partir de P. niruri, uma vez que essa é a forma predominante de
uso pela populagéo brasileira. No entanto, quando comercializados como alimentos, os
produtos dessas ervas (por exemplo, amostras para a confecgao de chas) nao podem
apresentar alegacdes terapéuticas em rétulos ou materiais promocionais e ndo exigem
registro prévio junto a ANVISA, o que pode favorecer praticas fraudulentas e
adulteragdes (CARVALHO et al.,, 2012). Nesse contexto, € fundamental promover

13
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. PHYLLANTHUS NIRURI L. - ORIGEM E LOCALIZAGAO

A espécie Phyllanthus niruri L., cujo nome popular € quebra-pedra,
pertencente ao género Phyllanthus e familia Euphorbiacea (MARQUES, 2010). O
género Phyllanthus contém mais de 600 espécies de arbustos e arvores
(OMURUGESAN, 2012).

Essa planta nativa da Ameérica, pode ser encontrada de norte a sul do
Brasil, onde cresce espontaneamente, como planta daninha e invasora, em
frestas, rachaduras de muros e calgadas de jardins e terrenos baldios em periodos
chuvosos. Essa erva recebe o nome de quebra-pedra, pois ela cresce nas frestas
do chdo como se quebrasse a pedra, além de ser nomeada assim por alguns
autores por atuar na prevengdo e tratamento de calculo renal (ROSARIO;
ALMEIDA, 2016; BEZERRA et al, 2014).

2.2. PHYLLANTHUS NIRURI L. - MORFOLOGIA E BOTANICA

Phylianthus significa "folha e flor" porque a flor, assim como o fruto,
parecem tornar-se uma coisa s6 (OMURUGESAN, 2012). A erva quebra-pedra é
classificada como uma planta herbacea, anual, atingindo até 0,5 metro de altura,
ramificada, ramos globosos (desprovido de pelos) e folha com limbo (parte larga e
plana das folhas). Possui caule muito fino com até 50cm de altura e flores
pequenas, amarelas ou esverdeadas dispostas na parte inferior dos ramos
(BEZERRA et al, 2014).

15
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Figura 1. Imagens de P. niruri. A: ramo, B: flor masculina.
Figura adaptada de Martins; Lima (2011).

2.3. PHYLLANTHUS NIRURI L. - COMPOSIGAO QUIMICA

Os estudos fitoquimicos identificaram uma variedade de compostos
bioativos em diferentes partes da Phyllanthus niruri, incluindo flavonoides, acidos
fendlicos, taninos, proantocianidinas, lignanas, terpenos e esterdis vegetais.

Entre os flavonoides identificados na P. niruri, destacam-se a quercetina,
rutina, kaempferol, catequina e epicatequina (KUMAR et al., 2017; ALBRECHT et
al., 2023). Os acidos fendlicos presentes na planta incluem acido galico, acido
elagico, acido cafeico, acido ferulico, acido p-cumarico, acido protocatecuico,
acido salicilico, acido benzoico, acido 4-hidroxi-benzoico, acido 2-hidréxi-cinamico,
acido metil salicilico, acido p-cumaril glicélico e acido 8-5-diferulico (KUMAR et al.,
2017). Os principais taninos encontrados na P. niruri sdo a corilagina, geraniina,
elaeocarpusina, phyllanthusiinas A, B, C e D e isocorilagina (KUMAR et al., 2017).
A planta apresenta oligbmeros de proantocianidina, incluindo os diméricos B1 a
BS e o trimérico T2. O oligbmero dimérico B4 [(+)-catequina-(4a—8)-(-)-
epicatequina)] foi o mais abundante, seguido pelos oligbmetos diméricos B2 [(-)-
epicatequina-(4a—8)-(—)-epicatequina], B3 [(+)-catequina-(4a—8)-(+)-catequina] e
B1 [(-)-epicatequina-(43—8)-(+)-catequina], enquanto o oligbmero dimérico B5
[(-)-epicatequina-(43—6)-(—)-epicatequina] foi encontrado nas menores
propor¢des (NAVARRO et al., 2017).
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Além dos compostos mencionados anteriormente, a planta contém lignanas
(filantina e filotetralina), terpenos (p-cimeno e limoneno), triterpenos (lupeol e
phyllantheol), esterdis vegetais (beta-sitosterol e 24-isopropil-colesterol),
alcaloides pirrolizidinicos  (norsecurinina, 4-metoxi-norsecurinina, nor-ent-
securinina), salicilato de metila, cafeato de etila e vitamina C. Esses compostos
contribuem para as diversas atividades bioldgicas da planta (KUMAR et al., 2017).

2.4. FATORES INFLUENCIADORES DO PERFIL QUIMICO DA PLANTA

A composigdo quimica da Phyllanthus niruri é influenciada por diversos
fatores, desde as condi¢des de cultivo até o processamento pos-colheita. Esses
aspectos impactam diretamente a concentracdo e a qualidade dos compostos
bioativos, especialmente dos compostos fendlicos, reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes.

As condicbes de cultivo impactam substancialmente a producido de
metabdlitos secundarios da P. niruri. Braga (2018), por exemplo, evidenciou que o
estresse hidrico de curto prazo, induzido artificialmente, pode aumentar a
concentragdo de compostos como acidos organicos, aminoacidos e corilagina. Tal
efeito se deve a um mecanismo de aclimatacdo da planta, no qual ha ativagao de
vias biossintéticas de metabdlitos secundarios como resposta ao estresse. Este
fenbmeno, conhecido como hormese, caracteriza-se pela estimulacdo de
respostas fisioldgicas benéficas sob baixos niveis de estresse abidtico (POTTERS
et al., 2010). No entanto, quando o estresse hidrico € prolongado, observa-se uma
queda na producdo desses compostos, indicando a necessidade de um manejo
criterioso da irrigacdo. Esses mecanismos envolvem também a ativacdo de
sistemas antioxidantes, tanto enzimaticos (como catalase, peroxidase e
superoéxido dismutase) quanto ndo enzimaticos, que ajudam na defesa da planta e
aumentam o valor medicinal do vegetal (BRAVO et al., 2012).

O processo de secagem € um dos principais fatores que afetam a
estabilidade dos compostos bioativos. Mediani e colaboradores (2015)
demonstraram que a liofilizagdo preserva melhor os compostos fendlicos em

comparagao aos metodos de secagem com ar e em forno. A eficacia da
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liofilizagdo é atribuida a desidratagao por sublimagdo em baixas temperaturas (-
80°C), que inibe a atividade enzimatica, como a das polifenol oxidases,
responsaveis pela degradagao (oxidagao) desses compostos. Ja nos métodos de
secagem com ar, a preservacgao € comprometida devido a insuficiente desativagao
enzimatica, e na secagem em forno pode ocorrer uma degradacédo térmica
adicional desses compostos fendlicos termossensiveis. Isso sugere que ha uma
faixa térmica ideal para a manutencdo desses compostos, onde temperaturas
mais baixas n&o inativam completamente enzimas degradativas e temperaturas
mais altas causam degradacgéao térmica ndo enzimatica.

A descontaminagdo da planta é essencial para garantir seguranga ao
consumidor, mas também pode impactar em seu perfil fitoquimico. Métodos
térmicos e quimicos sdo eficazes contra microrganismos, mas podem prejudicar
0os compostos bioativos. A radiagdo gama, por outro lado, tem se mostrado eficaz
na higienizagdo sem perdas nutricionais e bioativas significativas. Narayan e
colaboradores (2021) relataram que a aplicagdo de radiagdo gama em amostras
de P. niruri em po resultou em aumento da atividade antioxidante, especialmente
nas folhas, e elevacdo nos teores de compostos fendlicos em todas as partes
analisadas. Esses efeitos foram atribuidos a liberagdo dos compostos fendlicos de
suas formas glicosidicas e a fragmentagdo de moléculas de alto peso molecular
em formas livres mais bioativas (JAMSHIDI et al., 2014).

O tipo de solvente utilizado também interfere na composicdo quimica dos
extratos produzidos. A polaridade do solvente pode ter influéncia sobre a
eficiéncia da extracdo de diferentes grupos de compostos, como flavonoides,
taninos e acidos fendlicos, resultando em variagbes quantitativas e qualitativas
nos extratos (MEDIANI et al., 2015; AMIN et al., 2012A).

2.5. PHYLLANTHUS NIRURI L. — PROPRIEDADES BIOATIVAS
A Phyllanthus niruri € uma planta amplamente estudada devido ao seu
potencial farmacolégico, com destaque para suas acgdes antioxidante, anti-

inflamatoria, hepatoprotetora, antitumoral, antiviral, antimicrobiana, nefroprotetora
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e antidiabética. Tais propriedades estdo diretamente relacionadas a diversidade
de compostos bioativos presentes em sua constituicio.

Dentre os metabdlitos secundarios identificados, as lignanas destacam-se
por suas atividades imunomoduladoras, anti-inflamatoérias, citotdxicas,
antitumorais e antivirais (HONG et al., 2015). Também sao atribuidas a essas
substancias acbes antiparasitarias e antiateroscleréticas. Os alcaloides, por sua
vez, estdo presentes em algumas amostras da planta, com variagdo conforme a
origem geografica. Estes compostos possuem efeito antiespasmodico sobre a
musculatura lisa da uretra, favorecendo a eliminacdo de calculos renais e
aumentando a filtragdo glomerular (BOIM et al.,, 2010; ROSARIO; ALMEIDA,
2016). Os triterpenos presentes na P. niruri exercem fungdes anti-inflamatorias,
antiespasmadicas, antimicrobianas, citotoxicas e antialérgicas (GAMI; KOTHARI,
2011).

Um grupo particularmente relevante na constituicdo da planta € o formado
pelos polifendis, incluindo flavonoides (quercetina, rutina), acidos fendlicos (galico,
elagico), taninos e lignanas. Esses compostos sdo potentes antioxidantes naturais
e demonstraram eficacia superior a de certos antioxidantes sintéticos (RUSMANA
et al., 2017). A quercetina, por exemplo, exibe potente agdo neutralizadora de
radicais livres e quelante de metais, prevenindo a oxidacdo da LDL, a inflamacgao
e, consequentemente, o desenvolvimento da aterosclerose (RUSMANA et al.,
2017). A rutina contribui com propriedades vasoativas e anti-inflamatoérias,
reduzindo o risco de doengas cardiovasculares (ZIELINSKA et al., 2010).

Estudos demonstram ainda que o estresse oxidativo € um componente
importante na fisiopatologia da urolitiase e outras doencgas inflamatdrias crénicas,
o que torna o potencial antioxidante da P. niruri especialmente relevante
(GONZALEZ-GALLEGO et al., 2010). Nesse contexto, compostos como a
corilagina tém papel analgésico e anti-inflamatorio ao inibir a liberagao de citocinas
como TNF-a, IL-18 e IL-6 (MOREIRA et al., 2013).

As propriedades hepatoprotetoras da planta foram verificadas em estudos
que utilizaram extratos etandlicos e aquosos, demonstrando a prevencao de

danos hepaticos induzidos por drogas hepatotéxicas como aspirina e ciclosporina,
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bem como pela ingestdo de alcool e acidos graxos poliinsaturados (BASKARAN;
PERIYASAMY; RAJAGOPALAN, 2010; BHATTACHARYYA; GHOSH; SIL, 2014;
AMIN et al., 2012B). Esses efeitos protetores sdo mediados por compostos como
filantina, hipofilantina, acido galico e flavonoides, que restauram as enzimas
antioxidantes celulares (superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPX)) e reduzem a peroxidagao lipidica.

A atividade antitumoral da P. niruri também é atribuida aos seus polifendis,
lignanas e flavonoides. Estudos demonstraram que compostos como o acido
galico induzem apoptose em células cancerosas (ISHIHARA; SAKAGAMI, 2003;
PINMAI, 2008), enquanto extratos da planta inibem a promog¢do tumoral em
modelos animais, atuando sobre mecanismos antioxidantes e inflamatérios
(SHARMA et al., 2011).

Além disso, ha evidéncias de atividade antiviral da P. niruri, atribuida a
flavonoides e ésteres fendlicos como o éster (z)-fenilmetilico do acido 9-
octadecendico (FATEMA; KUMBHARE; KHAPEKAR, 2019). Estudos mais
recentes sugerem inclusive um potencial inibitério de proteases virais envolvidas
na infeccdo por SARS-COV-2 por parte de compostos bioativos da P. niruri
(MURUGESAN et al., 2021). A inibigdo de certas proteases pode interromper o
processamento de proteinas virais, o que impede que o virus se replique e infecte
novas células.

A planta também apresenta atividade antidiabética, com estudos apontando
que compostos como quercetina, acido clorogénico e acido elagico promovem
aumento da captacdo de glicose e melhoram a sensibilidade a insulina (MEDIANI
et al., 2015; BEIDOKHTI, 2017). Paralelamente, foi observado efeito positivo no
controle de triglicerideos, reforgando seu potencial terapéutico em disturbios
metabalicos.

As antraquinonas, presentes na planta, conferem-lhe efeito laxativo ao
estimular a motilidade intestinal (ROSARIO; ALMEIDA, 2016). Ja os esteroides
vegetais, como [-sitosterol e estigmasterol, contribuem para a redugdo da
absorcao de colesterol e demonstram atividade antiproliferativa sobre células
tumorais (BELLO ET AL., 2019).
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Por fim, a P. niruri apresenta efeitos antimicrobianos e antifungicos,
relacionados a presenca de flavonoides, alcaloides, fendis e taninos. Esses
compostos atuam de forma diversa sobre a estrutura bacteriana, inibindo a sintese
da parede celular, desnaturando proteinas e alterando a permeabilidade da
membrana (SUDARNO; SETIORINI; SUPRAPTO, 2011). A atividade antifungica
também foi associada a compostos insaturados como o acido 9,12,15-
octadecatrienoico (FATEMA; KUMBHARE; KHAPEKAR, 2019; MAMTA; SUNIL,
2020).

Em sintese, a rica composigéo fitoquimica da Phyllanthus niruri confere a
planta uma ampla gama de atividades farmacologicas, com destaque para sua
acao antioxidante, que se apresenta como mecanismo central nos diversos efeitos
benéficos descritos.

A atividade antioxidante de P. niruri foi avaliada por meio de diversos
ensaios, incluindo DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), ABTS (2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato) e FRAP (Poder Redutor de Ferro). Estudos
demonstraram que os extratos aquoso e etandlico de P. niruri apresentam
significativa atividade antioxidante. Os valores de Clsp de DPPH e ABTS foram
6,85 + 1,80 umol L™" e 11,07 + 1,37 umol L™ para os extratos aquosos e 46,44 +
0,53 uymol L™ e 53,34 + 1,97 umol L' para os extratos etandlicos. Além disso, o
extrato aquoso apresentou um alto poder redutor de ferro (FRAP) de 23883 *
0.019 mmol g™'. Esse extrato aquoso demonstrou uma maior capacidade de
captura de radicais livres nos ensaios DPPH, ABTS e, também, de poder redutor
de ions férricos (FRAP). O extrato aquoso também apresentou o maior poder
redutor total (PRT) (376,00 £ 0,02 mg de equivalentes de acido galico (EAG)/g de
planta seca), avaliado pelo método de Folin-Ciocalteu. Apesar disso, foi o extrato
etandlico que apresentou o maior teor total de flavonoides (123,9 + 0,002 mg de
equivalentes de quercetina (EQ)/g de planta seca). Esses extratos foram obtidos
usando técnicas de concentragdo como a rota-evaporagao e a liofilizagdo (AMIN
et al., 2012A). A associagdo entre compostos como lignanas, flavonoides,
triterpenos, alcaloides e fendis justifica o uso tradicional e o interesse cientifico
crescente nesta espécie vegetal.
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2.6. PHYLLANTHUS NIRURI L. - TOXICIDADE

Embora diversos estudos tenham investigado a seguranga e eficacia da
Phyllanthus niruri, € essencial considerar os potenciais efeitos toxicos associados
ao seu uso, particularmente em gestantes e individuos com problemas na tireoide
(SOUZA et al., 2000; PAULA et al., 2020).

Estudos com ratas prenhes demonstraram que a administracdo de extrato
aquoso de P. niruri pode levar a alteragbes nos niveis hormonais tireoidianos.
Essa pesquisa revelou aumentos significativos nos horménios T3 e T4, além de
alteragcdes morfofisiologicas nos embrides, sugerindo potenciais riscos para
gestantes e individuos com disfungdes tireoidianas (SOUZA et al., 2000).

Outros estudos indicaram que o uso de P. niruri durante a gestagao pode
afetar a funcdo renal materna e resultar em alteragcées no peso corporal da prole.
No entanto, ndo foram observados efeitos teratogénicos, como malformacgdes
fetais (PAULA et al., 2020).

Pesquisas sobre a toxicidade aguda de P. niruri com embrides de peixes
Zebra e com Artemia salina indicam que doses elevadas podem ser necessarias
para observar efeitos adversos (FERRANTE et al., 2020; HASSIM et al., 2021).
Estudos com camundongos n&o mostraram sinais de toxicidade em doses de até
5000 mg/kg, sugerindo um perfil de seguranga em doses moderadas (AMIN et al.,
2012B).

Investigagdes sobre a genotoxicidade, antigenotoxicidade e citotoxicidade
de extratos de P. niruri ndo revelaram alteracdes significativas nos parametros
avaliados, indicando que, sob as condi¢cdes experimentais estudadas, a planta nao
apresentava efeitos adversos (AMIN et al., 2012A).

Embora a P. niruri apresente propriedades terapéuticas reconhecidas, seu
uso deve ser cauteloso, especialmente durante a gestagdo e em individuos com

condicdes tireoidianas.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o teor total de flavonoides, a
capacidade antioxidante e o perfil de compostos volateis de infusbes de P. niruri
produzidas a partir de amostras comercializadas na cidade do Rio de Janeiro.
Adicionalmente, infusdes obtidas de diferentes partes (raiz, folhas e caule) de
amostras de P. niruri coletadas na natureza e identificadas botanicamente foram

analisadas, com a finalidade de servirem como referencial da espécie.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Determinar o teor total de flavonoides e avaliar o potencial antioxidante das
infusbes originarias das amostras comerciais e de referéncia pelos métodos
do cloreto de aluminio, Folin-Ciocalteu, DPPH, ABTS e FRAP;

v Isolar a fragédo volatil (headspace) das infusdes originarias das amostras
comerciais e de referéncia pelo emprego da técnica de microextragcdo em
fase solida;

v' Determinar a composicdo quimica dessas fragcbes volateis por
cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e por
cromatografia a gas com detector de ionizagdo de chamas (CG/DIC);

v Comparar as amostras comerciais com as amostras de referéncia e, se

possivel, avaliar a questao da autenticidade.
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4. MATERIAL E METODOS
41. AMOSTRAS

As amostras de quebra-pedra in natura foram obtidas no herbario da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) localizado por
georreferencia com auxilio de GPS (localizagdo 8°01°08.5”S; 34°56°'44.3"W). Uma
parte dessas amostras foi utilizada para a confecgcdo de exsicatas que foram
depositadas no herbario da Fiocruz de Petropolis (RJ); numero do tombo RFFP
21956. A caracterizacado botanica da espécie foi feita na UFRJ por especialista da
area. O restante das amostras foi separado em raiz, folhas e caule; essas fragdes
foram secas a 45°C em estufa com circulagdo forgada de ar (MARCONI - modelo
0314M272, Brasil) por 4 dias das 7h as 18h e, em seguida, foram moidas (as
folhas em moedor manual da marca Guzzo (Brasil), enquanto os talos e raizes em
moinho de rotor tipo ciclone da marca Tecnal, modelo TE-651/2, Brasil). Ja as
amostras comerciais de quebra-pedra (condicionadas em pequenos baldes de
plastico, em sacos plasticos ou em embalagens tipo Zip Lock) foram obtidas em
diferentes pontos de comercializagdo na cidade do Rio de Janeiro: lojas de
produtos naturais, lojas de produtos de academia e internet. Foram coletados trés
diferentes lotes de cada uma das cinco principais marcas comerciais disponiveis
nesses locais em quantidade suficiente para garantir a realizagdo de todas as
determinagdes propostas abaixo.

4.2. REAGENTES E PADROES

A solucdo de Folin-Ciocalteu e os reagentes DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) e ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). A mistura de alcanos saturados de Co-
Co6, usada como marcadora de indice de retencdo, foi adquirida da Supelco
(Bellefonte, PA, EUA). Todos os demais reagentes e padrbes apresentavam grau

analitico.
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4.3. MONITORAMENTO DA QUANTIDADE DE AMOSTRA DISPONIVEL NAS
EMBALAGENS USADAS PARA O ACONDICIONAMENTO DAS ERVAS
COMERCIAIS
A massa de amostra contida em cada uma das embalagens

acondicionadoras das ervas comerciais foi determinada com o auxilio de uma

balanca de precisdo (AD3300, Marte, Brasil).

4.4. AVALIACAO DA PRESENCA DE CORPOS ESTRANHOS NAS
EMBALAGENS COMERCIAIS
A avaliagéo visual macroscépica foi empregada como método de triagem
para o monitoramento e a separagao manual de materiais estranhos presentes

nas embalagens contendo amostras comerciais de Phyllanthus niruri.

4.5. AVALIAGAO DO TEOR DE UMIDADE DAS AMOSTRAS DE QUEBRA-
PEDRA COMERCIAIS E DE REFERENCIA
Para avaliagdo do teor de umidade das amostras comerciais e de
referéncia utilizou-se uma balanga de infravermelho da marca GEHACA, modelo
IV 2000, Brasil. As amostras de referéncia (folhas, caules e raizes) foram
analisadas em triplicata. As amostras provenientes de cada um dos lotes de cada
marca também foram analisadas em triplicata. Durante as determinac¢des foram

utilizados 5 g de cada amostra.

4.6. PREPARAGAO DAS INFUSOES DE QUEBRA-PEDRA

Cada extrato aquoso foi preparado pela infusdo de 1,0 g de amostra em 50
mL de agua destilada fervente sob agitacdo durante 10 minutos. Apoés
resfriamento sob agua corrente a temperatura ambiente, cada extrato foi filtrado
para baldo volumétrico de 100 mL e o volume do baldo foi ajustado com agua
destilada para obtengdo de um extrato com concentragéo inicial de 1% (m/v), a
partir do qual foram feitas as diluicbes necessarias aos experimentos
subsequentes (ABI-ZAID et al., 2015). Para o isolamento da fragao volatil através
da microextracdo em fase sdlida e para a determinagdo do teor total de
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flavonoides, as infusbes foram preparadas adicionando-se 75 mL de agua
destilada fervente em 5 g de amostra, com agitagdo manual por dez minutos. Em
seguida, o recipiente foi resfriado sob agua corrente a temperatura ambiente e o
extrato sofreu filtragdo a vacuo, sendo posteriormente transferido para baldo
volumétrico de 100 mL, cujo volume foi ajustado com agua destilada para
obtenc&o de uma concentragéo final de 5% (m/v) (JUNG et al., 2022).

4.7. DETERMINAGAO DO TEOR TOTAL DE FLAVONOIDES DAS INFUSOES

A determinagdo do teor total de flavonoides (TTFla) das infusbes foi
realizada pelo emprego do método espectrofotométrico (equipamento EDUTEC
EEQ-9023, Brasil) do cloreto de aluminio (NEVES; DE ALENCAR; CARPES,
2009). A rutina foi utilizada como composto de referéncia. As infusdes de P. niruri
a 5% foram utilizadas nesta determinagao. O teor total de flavonoides foi calculado
a partir de uma curva de calibracdo de rutina (20, 60, 100, 150, 200, 300, 600 e
1200 mg/L) e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de rutina por
litro de infusdo (mg ER/L) ou em mg de equivalentes de rutina por g de amostra
seca (mg ER/g). A absorbéancia foi monitorada no comprimento de onda de 510
nm (A =510 nm).

4.8. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DAS INFUSOES
4.8.1. DETERMINAGCAO DO PODER REDUTOR TOTAL DAS INFUSOES

O poder redutor total (PRT) das infusbes foi determinado em
espectrofotometro (EDUTEC EEQ-9023, Brasil) pelo emprego do reagente de
Folin-Ciocalteu (GOVINDARAJAN et al., 2003). O acido galico foi utilizado como
composto referéncia. As infusdes a 1,0% (m/v) sofreram diluigdo para 0,2% (m/v);
as infusdes diluidas foram utilizadas nesta determinagdo. O PRT das infusdes foi
calculado a partir de uma curva de calibragdo de acido galico (1, 5, 10, 25, 50,
100, 300, 600 e 1000 mg/L) e os resultados foram expressos em mg de
equivalentes de acido galico por litro de infusdo (mg EAG/L) ou em mg de
equivalentes de &acido galico por grama de amostra seca (mg EAG/g). A

absorvancia foi monitorada em A = 760 nm.
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4.8.2. ENSAIO COM O REAGENTE 2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZIL (DPPH)

O potencial antioxidante das infusbes foi determinado com auxilio de um
espectrofotometro (EDUTEC EEQ-9023, Brasil) pelo emprego do reagente DPPH
(SOUZA et al., 2019). As infusBes foram diluidas em agua destilada nas seguintes
concentragdes: 100, 400, 500, 700, 1000, 1200, 1300, 1500, 1700, 1800, 2000,
2300 e 2600 pg/mL. A Clso (concentragao da infusdo que reduz o conteudo de
radicais DPPH+ em 50%) foi calculada através de uma curva de regresséao linear.
As absorvancias foram monitoradas em A = 515 nm. Acido gélico e rutina foram

utilizados como controles positivos.

4.8.3. ENSAIO COM O REAGENTE 2,2-AZINO-BIS-(3-ETIL-BENZOTIAZOLINA-
6-SULFONATO) (ABTS)

O potencial antioxidante das infusbes também foi determinado
espectrofotometricamente (equipamento EDUTEC EEQ-9023, Brasil) pelo
emprego do reagente ABTS (RUFINO et al., 2007). As infusdes foram diluidas em
agua destilada (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 700 e 1000 yg/mL) e
usadas para a producdo da curva de atividade antioxidante que viabilizou o
calculo da Clsp (concentragédo da infusdo que reduz o conteudo de radicais ABTS
em 50%). As absorvancias foram monitoradas em A = 750 nm. O Trolox foi

utilizado como controle positivo.

4.8.4. METODO FRAP (FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER)

O potencial antioxidante das infusbes ainda foi avaliado
espectrofotometricamente (equipamento EDUTEC EEQ-9023, Brasil) pelo método
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) (RUFINO et al., 2006). As leituras de
absorvéancia foram efetuadas a 595 nm. As infusées a 1,0% (m/v) sofreram
diluicdes e as infusdes diluidas (1000, 1500 e 2500 mg/L) foram utilizadas nesta
determinacdo. Para fins de calculo, a curva padrédo foi feita com solugdes de
sulfato ferroso em diferentes concentragdes (500, 1000, 1500 e 2000 mg/L). Os
resultados foram expressos em mM de sulfato ferroso por grama de amostra seca
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(UM FeS04)/g).

4.9. AVALIAGAO DA FRAGAO VOLATIL DAS INFUSOES
4.9.1. ISOLAMENTO DOS COMPOSTOS ORGANICOS VOLATEIS POR

MICROEXTRAGAO EM FASE SOLIDA

A fracao volatil das infusdes foi avaliada de acordo com o método proposto
por Jung e colaboradores (2022), com pequenas modificagdes. Para essas
determinacgdes foram utilizadas as infusdes preparadas na concentracdo de 5%
(m/v), conforme item 2.3. Para o isolamento dos compostos organicos volateis
presentes nos headspaces das infusdes recém preparadas, volumes de 10 mL
das mesmas foram transferidos para frascos de vidro de 100 mL tampados com
septo de PTFE/silicone, contendo uma pequena barra magnética para agitagao.
Os frascos foram mantidos a 60°C por 60 minutos sob constante agitacdo, com
uma fibra revestida de 100 ym de dimetilpolissiloxano (100% PDMS; Supelco,
EUA) exposta ao headspace com o auxilio de um holder manual (Supelco, EUA)
inserido através do septo. Antes da exposi¢cao da fibra ao headspace, seu pré-
condicionamento foi feito a 250°C por 30 minutos no injetor do cromatografo
usado nas determinacgdes. Posteriormente, a dessorgdo dos compostos organicos
volateis foi feita a 250°C por 5 minutos no injetor do sistema de cromatografia a
gas, antes do inicio das corridas cromatograficas.

4.9.2. IDENTIFICAGAO E QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS ORGANICOS

VOLATEIS PRESENTES NO HEADSPACE DAS INFUSOES

Para a quantificagdo dos compostos orgéanicos volateis presentes nos
headspaces das infusbes, as analises de cromatografia a gas com detector de
ionizacdo em chamas (CG/DIC) foram realizadas em um cromatégrafo GC-
2010Plus (Shimadzu, Japao). Os compostos organicos volateis foram separados
em uma coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) revestida de
dimetilpolissiloxano (100%), com espessura de filme de 0,25 pm (SPB-1, Supelco,
EUA). A temperatura do forno cromatografico foi programada para aumentar de
60°C a 240°C a uma taxa de 3°C/minuto. A temperatura final do forno (240°C) foi
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mantida por 15 minutos. Dessa forma, a corrida cromatografica totalizou 75
minutos. A temperatura do injetor foi fixada em 250°C, enquanto a temperatura do
detector foi mantida em 260°C. O gas hélio foi usado como gas carreador em um
vazéo de 1,0 mL/minuto. As injegdes foram realizadas em modo de splitless. Os
indices de retencdo dos compostos na coluna foram estimados pelo método de
Kovats modificado (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963), com o auxilio de uma
mistura de alcanos saturados (Cg-C2s, 1.000 pg/mL de cada componente em
hexano) adquirida da Supelco (Bellefonte, PA, EUA). As concentragbes dos
compostos orgéanicos volateis presentes nos headspaces das infusbes foram
estimadas através do método de padronizagao externa, com os padrdes passando
pelos mesmos processos de isolamento e analise que foram empregados para a
avaliagdo da composicdo das infusbes. Para identificacdo desses compostos
volateis, as determinagdes foram desenvolvidas em um sistema de cromatografia
a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) do tipo GC-
2010Plus/GCMS-QP2010 da Shimadzu (Japao). A coluna e as condi¢des
cromatograficas foram as mesmas descritas para as determinagdes por CG/DIC.
O espectrébmetro de massas operou em uma voltagem de ionizagao de 70 eV,
realizando varreduras nos fragmentos na faixa de 30 a 400 m/z, em ciclos de 3
décimos de segundo. As temperaturas da fonte de ions e da interface com o CG
foram mantidas em 260°C. A identificacdo dos espectros de massas dos
compostos em analise baseou-se na comparagdo com os dados contidos nas
bibliotecas NIST12.lib e NIST62.lib, disponiveis no software gerenciador desse
sistema de CG/EM. A identificacdo foi complementada pela comparacdo dos
indices de Kovats calculados com aqueles disponiveis na literatura e com a

coeluigcdo com padrdes de compostos volateis disponiveis no laboratorio.

4.10. ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software Graph Pad
Prism 6.0. Os dados obtidos para os parametros avaliados passaram por uma
analise de variancia (One-Way ANOVA), com pos-teste de Tukey, para avaliagao
da existéncia de diferencgas estatisticas significativas (p < 0,05) entre os grupos.
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738  Correlagdes entre os paradmetros analisados foram determinadas pelo emprego do
739 teste do coeficiente de correlagcado de Pearson.
740
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741

742 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

743 51. QUANTIDADE DE AMOSTRA DISPONIVEL NAS EMBALAGENS
744 USADAS PARA O ACONDICIONAMENTO DAS ERVAS COMERCIAIS
745 A massa de amostra contida em cada uma das embalagens
746  acondicionadoras da erva comercial foi determinada com o auxilio de uma balanca
747  de precisao (AD3300, Marte, Brasil). Os resultados obtidos s&o apresentados na
748 Tabela 1. As marcas P [massa de amostra = (34,66 + 1,95) g], E [(18,19 £ 0,64) g
749 ] e NU [(31,49 = 0,60) g] apresentaram massa real um pouco maior do que a
750 informada. A marca CC (59,07 + 4,17g) apresentou um valor médio de massa
751  ligeiramente menor do que o informado; foi a marca que apresentou o maior
752  desvio padrdo da média. A marca N (19,06 + 0,52g) também apresentou um valor

753  meédio de massa numericamente menor do que o informado.

754
755 Tabela 1: tipo de embalagem, massa informada e massa real
Tipo de embalagem Marca Massa informada (g) Massa real (g) (M + DP)
Balde de plastico CcC 60g 59,07 £ 4,17
Embalagem plastica Zip Lock P 30g 34,66 + 1,95
Embalagem plastica N 20g 19,06 + 0,52
Embalagem plastica E 15¢g 18,19+ 0,64
Embalagem plastica NU 30g 31,49 + 0,60
M = valor médio; DP = desvio padrdo; CC — amostras comerciais da marca 1; P — amostras comerciais
da marca 2; N — amostras comerciais da marca 3; E — amostras comerciais da marca 4; NU — amostras
comerciais da marca 5.
756
757 5.2. AVALIAGAO DA PRESENGA DE CORPOS ESTRANHOS
758 Alguns contaminantes foram encontrados eventualmente em algumas das

759  amostras comerciais de P. niruri estudadas (Figura 2). Em uma das amostras do
760 lote 1 da marca CC (CC1) foi detectado um contaminante com aspecto de

761 semente com cerca de 1 cm de didmetro. Em uma amostra NU2 o contaminante
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detectado tinha aparéncia de folha de capim limdo. Na marca N foi encontrado um
contaminante com aspecto de fragmento de tijolo em uma das amostras do lote 2
e um contaminante que parecia um caro¢go de milho em outra amostra desse
mesmo lote. Por ultimo, em uma das amostras do lote 1 da marca N foi

encontrado um contaminante com aspecto de fruta seca.

Figura 2: contaminantes encontrados nas ervas comerciais. Fonte: acervo
pessoal do autor.

De acordo com a portaria n°® 519, de 26 de junho de 1998, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria (SVS) (BRASIL, 1998), os contaminantes descritos
anteriormente podem ser classificados como amidos estranhos (semente com
cerca de 1 cm de didmetro, caroco de milho), elementos histolégicos estranhos
(folha de capim-limao) e sujidades pesadas (fragmento de tijolo). A presencga de
contaminante com aspecto de fruta seca pode indicar a presenca de amidos
estranhos ou de fragmentos de outra planta n&o autorizada (elementos
histologicos estranhos).

A portaria n° 519/1998 (BRASIL, 1998) estabelece o regulamento técnico
para fixacdo de identidade e qualidade de “chas” (plantas destinadas a preparagao
de infusbes ou decocgbes). Esta portaria visa assegurar que o0s chas
comercializados no Brasil atendam aos padrdes de identidade e qualidade,
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784  garantindo a seguranga alimentar e a saude publica. Essa portaria estabelece, por
785 exemplo, os parametros para avaliagcdo microscopica de chas, visando identificar
786 a presenca de materiais estranhos e impurezas. Os limites estabelecidos para os
787  contaminantes descritos anteriormente sdo: auséncia em 5g de amostra para
788 elementos histolégicos estranhos e amidos estranhos e maximo de 150 mg por 10
789 g de amostra para sujidades pesadas. Apesar desses contaminantes terem sido
790 identificados em algumas das amostras estudadas, a avaliagdo quantitativa, por
791  exemplo, por quantidade de amostra monitorada, ndo foi desenvolvida. Dessa
792 forma, ndo € possivel aferir se as amostras em questdo estdo ou ndo em
793  conformidade com os padrdes estabelecidos. De qualquer forma, a detecg¢ao de
794  tais contaminantes em algumas das amostras indica que esse tipo de avaliagéo é
795 importante e deve ser incentivada em futuros estudos. Contaminantes como a
796 folha com aspecto de capim limdo, se nao retirados antes do preparo das
797 infusbes, podem, por exemplo, interferir no sabor, aroma e até mesmo no

798  potencial bioativo das bebidas.

799
800 5.3. TEORES DE UMIDADE DAS AMOSTRAS DE P. NIRURI
801 Os teores de umidade das amostras de P. niruri comerciais e de referéncia

802 (caules, folhas e raizes) s&o apresentados na tabela 2. Nas amostras comerciais
803  os teores de umidade variaram de [(9,13 + 0,80)% - marca N] a [(10,03 + 0,76)% -
804 marca E], ndo havendo diferenga estatistica significativa (p > 0,05) entre as

805 marcas com relagéo a esse parametro.

806
807 Tabela 2: teor de umidade das ervas comerciais e de referéncia.
Amostras Teor de umidade (% ) (M + DP)
CC 9,87 + 0,682b¢
P 9,37 £ 0,152b¢
N 9,13 + 0,802b¢
E 10,03 £ 0,762b
NU 9,67 + 0,852b
RF 10,60 + 0,062
RC 8,20 + 0,25°
RR 8,60 + 0,21°¢

CC — amostras comerciais da marca 1; P — amostras comerciais da marca 2; N — amostras comerciais da marca 3; E —
amostras comerciais da marca 4; NU — amostras comerciais da marca 5; RF — amostras de referéncia constituidas por folhas
de P. niruri; RC - amostras de referéncia constituidas por caules (talos) de P. niruri; RR — amostras de referéncia constituidas
por raizes de P. niruri. Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferencga estatistica entre os resultados (p <
0,05).
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Ja nas amostras de referéncia, os teores de umidade variaram de [(8,20 +
0,25)% (caules de referéncia — RC)] a [(10,60 £ 0,06)% (folhas de referéncia —
RF)]. Nesse caso, as amostras RC e RR (raizes de referéncia) ndo diferiram
estatisticamente (p > 0,05) com relagdo a esse parametro. Entretanto, ambas (RC
e RR) apresentaram teores de umidade inferiores (p < 0,05) ao apresentado pelas
amostras RF. Um estudo desenvolvido em 2013 por Couto e colaboradores
avaliou as partes aéreas de P. niruri (folhas e talos) em fungédo das condi¢cdes de
cultivo e colheita. Os resultados indicaram que, mesmo quando submetidas ao
mesmo protocolo de secagem, as folhas apresentaram um teor de umidade
residual superior ao dos talos, sugerindo que as propriedades anatbémicas e
higroscopicas das partes aéreas, especialmente das folhas, influenciam na
retengdo de agua. Embora este estudo n&o tenha incluido as raizes na analise, é
razoavel inferir que as raizes apresentam caracteristicas anatdbmicas e fisiologicas
distintas, o que pode resultar em diferengas nos teores de umidade. As folhas
possuem uma estrutura anatébmica adaptada a fotossintese e a transpiragado, com
estdbmatos e uma cuticula que regulam a perda de agua. Ja os talos e raizes tém
fungdes estruturais e de transporte de agua e nutrientes, com caracteristicas
anatdmicas adaptadas a essas funcdes. Essas diferengas estruturais influenciam
a capacidade de retencédo de agua de cada parte da planta (COUTO et al., 2013;
ALADE et al., 2020). As amostras de RC também apresentaram um valor médio
de umidade estatisticamente inferior (p < 0,05) aos observados nas amostras

comerciais das marcas E e NU (Figura 3).
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CC — amostras comerciais da marca 1;

P — amostras comerciais da marca 2;

N — amostras comerciais da marca 3;

E — amostras comerciais da marca 4;

NU — amostras comerciais da marca 5;

RF — amostras de referéncia das folhas;

RC - amostras de referéncia dos caules (talos);
RR — amostras de referéncia das raizes.

*-p<0,05;
** _p<0,01

Figura 3 — Teores de umidade (%) das amostras comerciais e de referéncia
apos processamento. Fonte: proprio autor.

E importante destacar que os teores de umidade que estdo sendo
apresentados ndo estido associados as amostras de referéncia in natura recém
coletadas, mas sim a essas amostras de referéncia apos processamento
(secagem e moagem), para que fossem avaliadas em uma condigdo mais similar
a das amostras comerciais; a secagem desse tipo de amostra costuma ser uma
estratégia comum e frequente para, por exemplo, aumentar o tempo de prateleira
desse tipo de produto, com a redugao da atividade de agua.

As amostras comerciais estavam secas e fragmentadas, mas nao havia
descrigao, por exemplo nos rétulos das embalagens, de como esses processos
haviam sido conduzidos. Portanto, as condi¢gdes de secagem e fracionamento das

amostras comerciais provavelmente n&o foram exatamente iguais as condi¢des
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empregadas no processamento das amostras de referéncia. De qualquer forma,
todas as amostras apresentaram teores de umidade inferiores a faixa de 10 a
12%, normalmente associada a amostras comerciais de plantas destinadas a
preparacao de infusdes ou decocgdes (chas), de acordo com a portaria n® 519, de
26 de junho de 1998, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria (SVS) (BRASIL, 1998).

As amostras comerciais pareciam conter uma mistura de folhas e caules
(talos) da erva quebra-pedra em proporgdes variaveis, porém sempre com a
presenca de mais folhas do que talos. A umidade média das amostras comerciais
foi de (9,61 = 0,37) %, valor numericamente muito préximo ao encontrado para a

média aritmética simples entre os teores de umidade de RF e RC (9,4%).

5.4. TTFla, PRT, ClsopppH), Clsoaets) E FRAP DAS INFUSOES

Os valores médios para o teor total de flavonoides (TTFla), e o potencial
antioxidante (expresso como poder redutor total (PRT), ClsoprrH), ClsoasTs) €
como poder de redugéo de ions Fe3* (FRAP)) das infusdes de P. niruri (originarias
das amostras comerciais ou de referéncia) s&do apresentados na tabela 3. N&o
houve diferenca estatistica (p > 0,05) entre as infusées das diferentes amostras de
quebra-pedra comerciais com relagédo ao TTFla. O TTFla médio dessas infusdes
variou de 11,07 (CC) a 18,32 (NU) mg de equivalentes de rutina (ER)/g de
amostra seca. O valor médio para esse parametro, considerando todas as
amostras comerciais analisadas, foi de (14,21 + 3,65) mg de ER/g de amostra
seca. Dessa forma, em média, o conteudo total de flavonoides das infusbes das
amostras de P. niruri comerciais mostrou-se semelhante ao conteudo total [(14,78
t+ 7,64) mg de ER/g de amostra seca] de flavonoides das infusbes de Bauhinia
forfitaca (pata-de-vaca), produzidas a partir de amostras de referéncia e
comerciais originarias do estado do Rio de Janeiro. No caso dessa outra erva
(pata-de-vaca), o TTFla variou de 4,82 — 37,00 mg ER/g de amostra seca (JUNG
et al.,, 2022). As infusbes de P. niruri também apresentaram um TTFla médio
[(710,70 £ 182,59) mg de ER/L de infusdo] proximo ao encontrado em infusdes de
boldo-do-chile comercializadas no Brasil [(755,92 + 34,48) mg de ER/L de infusao]
(SOUZA et al, 2019). Por outro lado, o TTFla médio das infusdes de P. niruri
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875 mostrou-se numericamente superior ao observado para as infusbes da carqueja

876  conhecida como Baccharis myriocephala [(11,58 + 1,25) mg de ER/g de amostra

877 seca] (TEIXEIRA et al., 2024). Por conta dos desvios padrbes associados a esses

878 valores meédios, € bem provavel que essa diferengca ndo seja estatisticamente

879  significativa.

880

Tabela 3: dosagem do teor total flavonoides e capacidade antioxidante (poder redutor total, ClsoipprrH),
ClsoaBTs) € FRAP) das infusées de P. niruri originarias das amostras comerciais e de referéncia

Amostras TTFla PRT ClsoppPH) ClsoasTs) FRAP
(mg ER/g) (mg EAG/g) (ng/mL) (ng/mL) (UM de Fe?*/g)
CC (M £ DP) 11,07 £ 2,092b 19,13 £ 11,102 1604,15 + 643,342b 536,99 + 299,132 243,67 + 185,542
P (Mt DP) 18,06 + 8,632 27,12 £ 23,742 1173,6 £ 1083,392b 283,68 + 124,752 364,86 + 319,842
N (M = DP) 11,80 + 7,392b 27,98 + 23,612 2556,28 + 1554,542 787,61 + 738,612 257,85 + 197,52
E (Mt DP) 11,79 £ 4 ,143b 40,28 + 27,972 1577,78 + 186,75%b 421,80 + 118,422 303,13 £ 290,472
NU (M £ DP) 18,32 + 3,98° 59,25 £ 14,90° 603,09 + 676,712 175,40 + 88,18 768,49 + 179,052
RF (M £ DP) 17,68 £ 0,932 54,98 + 4,532 164,65 + 20,70° 51,55 +£4,10° 1780,74 + 244 17°
RC (M £ DP) 2,84 +0,13° 17,32 £ 1,882 525,17 + 50,762° 370,16 £ 189,172 398,81 + 108,76
RR (M £ DP) 2,57 +0,52° 13,90 + 2,667 1253,63 + 334,242b 524,16 + 263,68 238,003 + 75,982

CC — amostras comerciais da marca 1; P — amostras comerciais da marca 2; N — amostras comerciais da marca 3; E — amostras
comerciais da marca 4; NU — amostras comerciais da marca 5; RF — amostras de referéncia constituidas por folhas de P. niruri;
RC - amostras de referéncia constituidas por caules (talos) de P. niruri; RR — amostras de referéncia constituidas por raizes de P.
niruri; TTFla — teor total de flavonoides; PRT — poder redutor total; Clso (concentragéo da infusdo capaz de neutralizar 50% dos
radicais DPPH ou ABTS). FRAP- Ferric Reducing Antioxidant Power = poder antioxidante de redugéo de ions Fe’*; ER —
equivalentes de rutina, EAG — equivalentes de acido galico; Letras sobrescritas diferentes na mesma coluna indicam diferenca

estatistica entre os resultados (p < 0,05).

881
882

Com relagao as amostras de referéncia, percebe-se que ndo ha diferenca

883  estatistica (p > 0,05) entre os TTFla das infusées produzidas a partir das amostras

884 RR e RC. Por outro lado, o TTFla das infusbes de RF mostrou-se superior (p <

885 0,05) aos teores encontrados para esses compostos fendlicos nas outras duas

886 amostras de referéncia (RR e RC). As amostras de RF n&o diferiram das amostras

887 comerciais com relagdo a esse parametro (medido em suas infusdes). Ja as

888 amostras RR e RC apresentaram TTFla inferiores (p < 0,05) aos das amostras

889 comerciais NU e P (Figura 4).

890
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CC — amostras comerciais da marca 1;

P — amostras comerciais da marca 2;

N — amostras comerciais da marca 3;

E — amostras comerciais da marca 4;

NU — amostras comerciais da marca 5;

RF — amostras de referéncia das folhas;

RC - amostras de referéncia dos caules (talos);
RR — amostras de referéncia das raizes.

Figura 4 — TTFla das infusées de P. niruri. Fonte: proprio autor.

O TTFla de infusbes de amostras de P. niruri ja foi indicado em estudos
anteriores (NGUANG et al, 2017; LULIANA et al. 2019). Entretanto, a comparagéao
desses dados da literatura com os dados do presente estudo néo é possivel, por
exemplo, pelo fato dos resultados terem sido apresentados em mg de
equivalentes de quercetina (EQ)/g de peso seco (NGUANG et al, 2017). No caso
do estudo de Luliana e colaboradores (2019), os resultados foram expressos por
grama de extrato (fragdo aquosa: 20,07 = 1,23 mg ER/g extrato), o que também
inviabiliza a comparagdo com os dados obtidos no presente estudo, mesmo que a
rutina tenha sido escolhida como composto de referéncia.

Com relacdo a capacidade antioxidante das infusdes de quebra-pedra

analisadas, um dos métodos empregados em seu monitoramento foi o de Folin-
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Ciocalteu. Esse método é frequentemente utilizado para a determinacédo do teor
total de compostos fendlicos de diferentes matrizes. Entretanto, € importante
destacar que o teste de Folin-Ciocalteu mede na realidade o poder redutor total
das amostras. Dessa forma, associar os resultados deste teste exclusivamente a
presenca de compostos fendlicos € um equivoco. Isso pode produzir resultados
superestimados para a concentracdo desse grupo, visto que outras substancias
com potencial redutor (p. ex.: agucares redutores, vitamina C, carotenoides)
podem contribuir positivamente com o teste. Sendo assim, o teste foi considerado
como mais uma forma de avaliarmos a capacidade antioxidante das infusdes de
quebra-pedra testadas.

O PRT de extratos em cloroférmio das folhas de P. niruri foi estimado pelo
metodo de Folin-Ciocalteu em 115,32 mg de EAG/g de amostra seca (KUMAR;
CHOZHAN; MURUGESH, 2022). Esse valor € muito superior ao apresentado
pelas infusbes produzidas a partir das amostras de P. niruri comerciais ou de
referéncia analisadas no presente estudo. Isso indica uma diferenga importante
entre o cloroférmio e a agua fervente com relagcdo as suas capacidades de
extracdo dos compostos responsaveis pelo poder redutor desses dois tipos de
extratos. Entretanto, devemos destacar que so6 as infusdes podem ser consumidas
pela populagdo. Navarro e colaboradores (2017) também avaliaram o PRT de
extratos de P. niruri ricos em polifendis que foram produzidos com o auxilio de
diferentes solventes (metil terc-butil éter, metanol, hexano e cloroférmio) e
técnicas de ultrassom e rota-evaporacao. Nesse estudo, o PRT foi estimado em
(328,80 £ 13,41) mg de EAG/g de extrato. O processo de extracdo usado por
Navarro e colaboradores (2017) é muito diferente do processo de infusdo; além
disso, envolveu técnicas de concentragdo do extrato como, por exemplo, a rota-
evaporagao e os resultados foram expressos em relacdo a massa do extrato.
Dessa forma, a comparacdo com os valores de PRT das infusdes apresentados
no presente estudo fica inviabilizada.

N&o houve diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre as infusdes
originarias das amostras estudadas (comerciais e de referéncia) com relagado aos

valores de PRT determinados através do método de Folin-Ciocalteu. O PRT
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médio, considerando todas as amostras de P. niruri analisadas, foi de (32,50 +
17,26) mg de EAG/g de amostra seca. Esse valor se mostra numericamente
superior ao valor encontrado para o PRT das infusdes de Baccharis myriocephala
[(25,26 £ 1,72) mg EAG/g de amostra seca] (TEIXEIRA et al., 2024), mas é
possivel que isso nédo reflita uma diferencga estatisticamente significativa. Por outro
lado, as infusbes de quebra-pedra apresentaram um PRT [(65,66 + 34,93) mg de
EAG/L de infusao] inferior ao observado para as infusdes produzidas a partir de
amostras comerciais de boldo-do-chile [(806,10 + 201,81) mg de EAG/L de
infuséo] (SOUZA et al., 2019).

Os valores médios de PRT das infusdes de quebra-pedra provenientes das
amostras comerciais NU e das amostras de referéncia das folhas (RF) mostraram-
se bem proximos ao valor médio de PRT [(68,37 £ 8,61) mg EAG/g] encontrado
para infusbes comerciais de erva mate, planta de consumo muito popular no
Brasil, principalmente na regido Sul do pais (SOUZA; SETIORINI; SUPRAPTO,
2011).

Na revisdo da literatura, realizada para o desenvolvimento do presente
estudo, nado foram identificados outros trabalhos de pesquisa que fizessem
referéncia a capacidade antioxidante, medida pelo emprego dos reagentes DPPH,
ABTS ou FRAP, de infusdes de P. niruri preparadas de forma similar a indicada no
presente estudo. Os extratos aquosos analisados nos estudos disponiveis na
literatura foram preparados de maneira muito distinta, empregando, por exemplo,
técnicas de concentracdo como a liofilizacdo (AMIN et al., 2012A ; HARISH,;
SHIVANANDAPPA, 2006). Dessa forma, a comparagéo efetiva desses dados com
os produzidos no presente estudo ndo se mostra possivel.

A capacidade antioxidante (CA) das infusdes de P. niruri testadas foi (em
parte) expressa como a concentragao de cada infusdo necessaria para neutralizar
50% dos radicais DPPH ou ABTS (ClsopprrH) 0uU Clsoasts)). Quanto menor € o Clsp
de uma solucdo, maior sera seu potencial antioxidante. A CA das infusbes medida
pelo ensaio com o reagente DPPH produziu valores de Clso que variaram de
(164,65 + 20,70) yg/mL (RF) a (2556,28 + 1554,54) pug/mL (N). Sé foi possivel
observar diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre as infusdes
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originarias dessas duas amostras (RF e N), que apresentaram os valores
extremos da faixa de ClsoprpH) determinada para as amostras testadas (Figura 5).
Desconsiderando esses valores extremos, o valor médio de ClsopppH) das demais
infusbes é de (1122,90 £ 465,97) ug/mL. Esse valor é inferior ao valor de ClsoprrH)
[(2.210 £ 270) pg/mL] estimado para as infusbes de Baccharis myriocephala
(TEIXEIRA et al., 2024). Dessa forma, a maioria das infusbes de quebra-pedra
parece apresentar um potencial antioxidante (medido pelo emprego do reagente
DPPH) superior ao das infusbes dessa espécie de carqueja. Por outro lado, a
maioria dessas infusbes de quebra-pedra apresenta uma CA inferior a CA
apresentada (430 pg/mL) pelas infusées de boldo-do-chile (SOUZA et al., 2019).
Os resultados de ClsoprrH) Obtidos para os padrdes de rutina e acido galico foram
93 ug/mL e 8,5 pg/mL, respectivamente (OLIVEIRA; ROCHA; MOREIRA, 2023).
Sendo assim, as infusdes de P. niruri do presente estudo possuem um potencial
antioxidante inferior ao observado para esses dois padroes de compostos

antioxidantes.

IC50(DPPH)
5000-

*

40004

30004

2000+ '|' -

- ﬁ i
0- T =

P CC N E Nu RF RR RC

Conc. (ng/mL)

Amostras

*p <0,05

CC — amostras comerciais da marca 1;

P — amostras comerciais da marca 2;

N — amostras comerciais da marca 3;

E — amostras comerciais da marca 4;

NU — amostras comerciais da marca 5;

RF — amostras de referéncia das folhas;

RC - amostras de referéncia dos caules (talos);
RR — amostras de referéncia das raizes.

Figura 5 — CA das infusées de P. niruri expressa como ClsoppprH).
Fonte: proprio autor.
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A CA antioxidante das infusdes de P. niruri também foi determinada pelo
teste com o reagente ABTS. Nesse caso, ndo houve diferengca estatistica
significativa (p > 0,05) entra as diferentes infusbes analisadas. A CA média,
considerando todas as amostras analisadas, foi representada pelo valor de
ClsoapTs) de (393,92 + 230,18) ug/mL. Esse resultado mostrou-se superior ao valor
de Clsoasts) do Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), que
foi estimado em 28 pyg/mL (MARQUES; MOREIRA; AYRES, 2022). Dessa forma,
as infusdes de P. niruri apresentam um potencial antioxidante inferior ao do
Trolox.

Por ultimo, a CA de cada infusdo foi testada pelo método de FRAP. Os
valores associados a CA medida por esse método variaram de (238,00 + 75,98)
UM de Fe?'/g de amostra seca (RR) a (1780,74 + 244,17) uM de Fe?'/g de
amostra seca (RF). A CA das infusbes produzidas a partir das folhas de referéncia
(RF) mostrou-se estatisticamente superior (p < 0,05) as capacidades antioxidantes
de todas as demais infusdes avaliadas. Esse resultado reforgcou as tendéncias
numericas observadas nos testes com DPPH e ABTS, que faziam as infusdes de
RF se destacarem, mas nao a ponto de se diferenciarem de todas as demais de
forma estatisticamente significativa. Provavelmente isso ndo aconteceu em funcao
dos elevados desvios padrdes observados, principalmente para as infusdes
provenientes das amostras comerciais. Como a bioatividade dessas plantas esta
relacionada com substancias produzidas pelo seu metabolismo secundario,
variagdes de composicao e bioatividade podem ser observadas de forma mais
marcante entre amostras de diferentes lotes, visto que os padrbes de sintese
desses metabdlitos secundarios respondem a estimulos de fatores bidticos ou
abioticos aos quais o vegetal esteja exposto (HELDT; PIECHULLA, 2011; ZHOU
et al., 2017; SHARMA et al., 2019; Ll et al., 2021).

A avaliagdo dos dados com o auxilio do teste de correlacdo de Pearson
reforcou a influéncia que os flavonoides parecem ter sobre o potencial
antioxidante dessas infusdes de P. niruri. Essa influéncia mostrou-se mais
marcante durante a avaliacdo das amostras de referéncia (RF, RR e RC).
Observou-se, por exemplo, um elevado coeficiente de correlacdo de Pearson
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positivo (r = + 0,980485, p = 0,01304062) entre os valores de TTFla e de PRT
para essas infusdes. De forma similar, foi possivel observar um coeficiente de
correlacdo de Pearson positivo de grandeza similar (r = + 0,9813557, p =
0,0007898894) pela comparagao dos valores de TTFla com os valores associados
a CA (medida por FRAP) das infusbes originarias das amostras de referéncia. A
comparacgao dos valores de TTFla com os valores de CA medidos pelos ensaios
com DPPH ou ABTS geraram coeficientes de correlagdo (r) um pouco menores
em modulo, mas ainda assim estatisticamente significativos para as amostras de
referéncia. Comparando os dados de TTFla com os valores de ClsopppH) Obteve-
seumr =-0,7208868 (p = 0,01414661). No caso da comparagao dos valores de
TTFla com os valores de ClsoagTs), 0 coeficiente de correlagéo de Pearson foi de -
0,7527099 (p = 0,01271333). Isso indica que quanto maior é a concentracdo total
de flavonoides da infusdao, menor é seu valor de ClsopprH) OU de ClsoasTs) €,
portanto, maior é sua capacidade antioxidante. Coeficientes de correlagcdo de
Pearson menores, mas ainda estatisticamente significativos, indicaram
contribuicdo semelhante do TTFla sobre a CA das infusdes originarias das
amostras comerciais: TTFla x PRT (r = + 0,6233242, p = 0,01304062); TTFla x
FRAP (r = + 0,7697683, p = 0,0007898894); TTFla x ClsoprprH) (r = - 0,6176444, p
=0,01414661); TTFla x Clsoppph) (r = - 0,6250764, p = 0,01271333).

5.5. PERFIL DA FRAGAO VOLATIL DAS INFUSOES

Os compostos orgénicos volateis presentes nas infusdes originarias das
amostras de P. niruri comerciais e de referéncia estdo listados na Tabela 4.
Considerando todas as infusbes analisadas, foram identificados trinta e sete (37)
compostos organicos volateis. Esses compostos podem ser divididos em
terpénicos (6) e nao terpénicos (31). No grupo dos compostos terpénicos foram
encontrados dois monoterpenos oxigenados, trés sesquiterpenos oxigenados e
um diterpeno oxigenado. Ja no grupo dos compostos n&o terpénicos foram
encontradas as seguintes classes quimicas: ésteres (14 representantes),
hidrocarbonetos (6), acidos graxos (4), alcoois (4) e aldeidos (3). Nove desses

compostos foram encontrados em todas as infusdes (comerciais ou de referéncia):
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2,2,4-trimetil-1,3-pentanodiol diisobutirato, tributil fosfato, a-pentilcinamaldeido,
acido tetradecanoico, 2-etil-hexil salicilato, octadecano, homossalato, 1-
hexadecanol e acido n-hexadecanoico. Desse grupo, os compostos organicos
volateis majoritarios foram o 2,2,4-trimetil-1,3-pentanodiol  diisobutirato
[concentracdo variando de (0,72 £ 0,07) ug/mL (CC) a (3,29 £ 1,00) ug/mL (RR)],
o homossalato [(0,42 + 0,26) ug/mL (RF) a (1,73 £ 1,14) pg/mL (CC)], o 2-etil-hexil
salicilato [(0,22 + 0,03) pg/mL (RC) a (1,31 + 1,78) pg/mL (E)], o acido n-
hexadecanoico [(0,20 + 0,35) yg/mL (NU) a (1,58 £ 0,33) pg/mL (CC)] e o a-
pentilcinamaldeido [(0,17 + 0,14 pg/mL (N) a (0,33 £ 0,02) pg/mL (CC)]. Apesar
das diferengcas numéricas entre esses valores de concentragdo, a avaliacao
estatistica mostrou que as amostras n&o diferiram de forma significativa (p > 0,05)
com relagdo a esse parametro. A presenga desses nove compostos orgéanicos
volateis e de alguns outros, comuns a varias das amostras comerciais e de
referéncia (por exemplo: isopropil miristato, acido pentadecanoico, eicosano,
isopropil palmitato e manool), sugere razoavel semelhanga entre esses dois
grupos (amostras comerciais e de referéncia), o que pode indicar um potencial uso
desse perfil de compostos volateis das infusbes (obtido pela técnica de
microextracdo em fase sdlida) para avaliagdo da autenticidade das amostras
comerciais dessa erva. Desse grupo de compostos volateis comuns a varias das
amostras comerciais e de referéncia, destacam-se o diterpeno oxigenado manool
e o0 acido pentadecanoico. O manool s6 nao foi detectado nas infusdes
provenientes das raizes de referéncia (RR). Esse composto organico volatil &
considerado o principal diterpeno de varias espécies de salvia, estando presente
em concentragdes mais elevadas na Salvia officinalis. O manool induz
relaxamento vascular, dependente do endotélio, na aorta de ratos. Esse processo
€ mediado pela via de sinalizagdo NO/GMPc. Além disso, ele promove a redugao
da pressao arterial também pelo aumento plasmatico de o6xido nitrico. Esses
efeitos em conjunto podem estar envolvidos na modulagdo da resisténcia
periférica, contribuindo para o efeito anti-hipertensivo desse diterpeno
(MONTEIRO et al., 2020). O acido pentadecanoico s6 n&o foi encontrado nas

infusdes provenientes das amostras comerciais da marca P. Esse acido graxo ja

44



1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091
1092
1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104

foi associado as  seguintes propriedades  bioativas:  antioxidante,
hipocolesterolémica, nematicida, pesticida, anti-inflamatoria, antibacteriana e
antifungica (PASARIBU et al., 2021).

O composto orgénico volatil 1-octadecanol s6 foi encontrado nas infusdes
provenientes das amostras comerciais; porém, ele foi encontrado nas amostras
das cinco diferentes marcas analisadas. Por outro lado, o B-linalol, o etil-hexil
benzoato, o pentadecanal, o 1-pentadecanol e a farnesil acetona sé foram
detectados nas infusdes produzidas a partir das folhas das amostras de referéncia
(RF). O B-Linalol possui limiar de odor em agua de 6 pg/L (SOUZA et al., 2019),
sendo muito comumente classificado como um composto de odor ativo em varias
plantas. Esse composto organico volatii possui aroma doce e agradavel,
lembrando frutas frescas, mamao e capim; possui propriedades anti-inflamatéria,
anti-hiperalgésica, antinociceptiva, acaricida, bactericida e fungicida (SOUZA et
al., 2019; ARAUJO et al., 2014; MARIANO et al., 2019). O oleato de metila s6 foi
encontrado nas infusbes dos caules de referéncia (RC), enquanto que os
compostos volateis decanal, 3-hidroxi-2,4,4-trimetilpentil-2-metilpropanoato e o
globulol foram identificados somente nas infusdes originarias das amostras de
referéncia das raizes de P. niruri (RR). Alguns compostos organicos volateis (cis-
geranilacetona, heptadecano, metil elaidato) foram encontrados em todas as
amostras de referéncia (RF, RC e RR), mas estavam ausentes das amostras
comerciais. A cis-geranilacetona possui um limiar de odor em agua de 60 pg/L e
seu odor ja foi relacionado com notas de verde e de magndlia (ZHU et al., 2022).
Esse composto volatil, associado a uma nota odorifera floral, parece ter um
impacto significativo no aroma de frutas como uvas, macgas, lichia e mangas
(JUNG et al., 2022). Jung e colaboradores (2022) detectaram esse composto
organico na fragao volatil de todas as infusbes de Bauhinia forficata L (comerciais
ou de referéncia) avaliadas pelo emprego de técnicas analiticas semelhantes as
técnicas utilizadas no presente estudo.

As diferencas de perfil descritas acima e outras pequenas diferengas
observadas podem ser explicadas por varios fatores (Figura 6). Por exemplo, a
composicdo dessas fragcdes volateis sofre grande influéncia das condigdes
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ambientais as quais as plantas foram expostas durante seu desenvolvimento. A
disponibilidade hidrica, a salinidade do solo, as condi¢gdes climaticas, o periodo de
colheita e a herbivoria, por exemplo, podem interferir no metabolismo secundario
da planta, provocando variagbes nos perfis dessas fragdes volateis. Alguns
desses compostos volateis, provenientes do metabolismo secundario da planta,
exercem fungdes ecologicas e fisioldgicas importantes como, por exemplo, agéo
atratora de polinizadores, participagdo em estratégias de protegcdo contra a
herbivoria, formagdo de pigmentos fotossintéticos e agdo hormonal (HELDT;
PIECHULLA, 2011; ZHOU et al.,, 2017; LI et al., 2021). As condigbes de
processamento e armazenamento dessas plantas também podem influenciar o
perfil quimico de suas infusdes. Por exemplo, a temperatura e o tempo de
secagem das plantas podem favorecer perdas diferenciais por volatilizagado e seu
grau de fragmentacdo pode afetar o rendimento de extracdo durante a infusao,
influenciando a composi¢cao quimica final desses produtos (AZIZ et al., 2018;
KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., 2022). Por ultimo, € importante destacar que
a composigao da fragédo volatil das infusdes de ervas € influenciada pela parte da
planta utilizada (folhas, caules, raizes e flores), refletindo fungdes ecoldgicas
especificas e caracteristicas bioquimicas de cada 6rgédo vegetal. Portanto, ao
preparar infusdes, também é importante considerar a parte da planta escolhida,
pois isso determinara em parte o perfil de compostos volateis e,
consequentemente, o aroma, sabor e potenciais propriedades terapéuticas dessas
infusdes (COUTO et al., 2013; ALADE et al., 2020).
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Tabela 4 — Compostos organicos volateis presentes no headspace das infusées de P. niruri
(comerciais e de referéncia) analisadas.

Compostos IK IKL CcC P N E NU RF RC RR
(Mg/mL)  (pg/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/mL) (pg/mL) (ug/mL)  (ug/mL)
B-LinalolM© 1079 1079V ND ND ND ND ND 0,04£0,02 ND ND
Decanal?? 1179 1179V ND ND ND ND ND ND ND 0,01+0,02
3-H|drr?1x(:t§;:(,$;rrl1r2:ttgg§ ntil-2- 34 1365,2N ND ND ND ND ND ND ND 0,010,01
cis-Geranilacetona“® 1425 1425°¢ ND ND ND ND ND 0,03#0,02  0,020,00 0,06+0,09
Espatulenol®° 1550 1572V ND 0,0940,09 ND ND ND ND ND ND
Acido dodecanoico”® 1554 1554N ND ND ND ND ND 0,04+0,06  0,01+0,01 NI
2'2’4'Tré?se;i'lj{i?éf;2}anOd'OI 1577 1587,5°¢ 0,72#0,07  3,00:0,96  2,30#1,27  1,51#0,67  1,630,88  2,19+1,81  3,06%1,05 3,29+1,00
Globulol®° 1598 1598N ND ND ND ND ND ND ND 0,09+0,08
Hexadecano' 1598 1600°h ND ND ND ND ND 0,10:0,16  0,03+0,04 NI
Tributil fosfatoFst 1618 1619V 0,12+0,02 0,08+0,09 0,08+0,06 0,09+0,08 0,09+0,02 0,1740,04 0,1440,02 0,1340,03
1-Tetradecanol*® 1659 1659N 0,030,01 ND ND 0,020,02 ND 0,03:0,05  0,02+0,03 ND
Etil-hexil benzoato®s! 1679 1674°¢ ND ND ND ND ND 0,0240,02 ND ND
Pentadecanal™® 1691 1690N ND ND ND ND ND 0,01+0,01 ND ND
Heptadecanotid 1698 1700° ND ND ND ND ND 0,05:0,06  0,04+0,04 0,03£0,01
a-Pentilcinamaldeido®'® 1708 1672V 0,330,02  0,18+0,07  0,17+0,14  0,28#0,06  0,324#0,08  0,24+0,04  0,180,03 0,20+0,01
Acido tetradecanoico”® 1754 1752N 0,15+0,14 0,04+0,04 0,02+0,04 0,18+0,09 0,110,11 0,3340,30 0,1340,22 0,08+0,06
2-Etil-hexil salicilatost 1777 1769N 0,66+0,44 0,45+0,46 0,47+0,43 1,31+1,78 0,28+0,15 0,1940,10 0,22+0,03 0,25%0,13
1-Octadeceno' 1788 1788N ND ND ND ND ND 0,05:0,08  0,02+0,04 ND
1-Pentadecanol”® 1794 1794N ND ND ND ND ND 0,02+0,03 ND ND
Octadecano' 1798 1800°h 0,04#0,01  0,05¢0,02  0,05:0,03  0,05:0,01  0,04#0,01  0,13%0,17  0,110,13 0,06+0,04
Isopropil miristato®st 1811 1812N 0,04:0,02  0,03#0,02  0,010,01 ND 0,01¢0,01  0,07#0,10  0,06%0,07 ND
Acido pentadecanoico”® 1848 1848N 0,010,02 NI 0,01+0,01  0,01+0,01  0,01+0,02  0,07+0,08  0,04£0,07 0,010,02
Homossalato®t 1855 1903,8°¢ 1,73+1,14 1,32+1,56 1,48+1,35 0,62+0,57 0,92+0,78 0,42+0,26 0,55+0,14 0,45+0,42
1-HexadecanolA*® 1862 1862V 0,25+0,10 0,16+0,22 0,24+0,21 4,1246,41 0,31+0,33 0,08+0,05 0,11%0,05 0,09+0,05
Farnesil acetona®° 1887 1886°C ND ND ND ND ND 0,03+0,01 ND ND
Nonadecano' 1897 1900°h ND ND 0,010,02 ND ND 0,04+0,04  0,04+0,06 0,01+0,01
Metil hexadecanoato®t 1908 1908V ND 0,02+0,02 0,07+0,07 ND ND 0,46+0,64 0,28+0,42 0,0740,12
Acido n-hexadecanoico*® 1951 1951N 1,58+0,33 0,39+0,68 0,26+0,35 0,72+0,85 0,20+0,35 1,3740,54 0,41%0,45 0,57+0,43
Eicosano'd 1997 2000°" 0,05+0,03 ND 0,03#0,03  0,05+0,02 ND 0,03:0,03  0,03+0,03 ND
Isopropil palmitatost 2008 2011°¢ 0,010,02 ND 0,01¢0,01  0,01+0,01 ND 0,02£0,01 0,010,02 ND
Manool®P 2025 2055°h 0,11#¥0,04  0,12+0,09  0,07¢0,07  0,08+0,07  0,10#0,09  0,16%0,07  0,10£0,01 ND
1-Otadecanol?® 2063 2063N 0,08:0,13  0,04#0,06  0,08¢0,08  0,60#0,55  0,29+0,45 ND ND ND
Metil elaidato®st 2078 2082°¢ ND ND ND ND ND 0,52+0,80 0,3840,65 0,067+0,10
Metil éster do acido oleicoFst 2082 2082N ND ND ND ND ND 0 0,01£0,02 ND
Metil estearato®s! 2107 2107N ND ND ND ND ND 0,03+0,03 0,0240,03 ND
Dodecil benzoato®s! 2164 2163Ph ND ND 0,01+0,02 ND ND ND ND ND
Tributil acetilcitrato®t 2218 2224N ND 0,01+0,02 ND ND 0,02+0,04 0,01£0,02 0,01%0,02 ND

IK — indice de Kovats modificado (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963); IKL- indice de Kovats da literatura; CC — amostras comerciais da marca 1; P —
amostras comerciais da marca 2; N — amostras comerciais da marca 3; E — amostras comerciais da marca 4; NU — amostras comerciais da marca 5; RF
— amostras de referéncia constituidas por folhas de P. niruri; RC - amostras de referéncia constituidas por caules (talos) de P. nirurii RR — amostras de
referéncia constituidas por raizes de P. niruri; ND — n&o detectado; MO — Monoterpeno oxigenado; Ald — Aldeido; Est — Ester; SO — Sesquiterpeno
oxigenado; AG — Acido graxo; Hid — Hidrocarboneto; Alc — Alcool; DO — diterpeno oxigenado; fontes de obtengao dos valores de IKL: N — NIST; PC —
PubChem; Ph — Pherobase.
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Figura 6 — Cromatogramas das fragbes volateis das infusdes de quebra-pedra. CC1 —
amostra comercial do lote 1 da marca 1; RF2 — replicata 2 da amostra de referéncia
constituida por folhas de P. niruri; RC2 — replicata 2 da amostra de referéncia constituida
por caules (talos) de P. niruri; RR2 — replicata 2 da amostra de referéncia constituida por

raizes de P. niruri.

6. CONCLUSOES

Esse estudo destaca-se por oferecer informacdes sobre o teor total de

flavonoides e a capacidade antioxidante (PRT, ClsopprH), Clsoasts) € FRAP) de

infusbes de P. niruri preparadas em condi¢des similares as condicbes

normalmente utilizadas para a preparacao de infusdes caseiras. Dessa forma, os

resultados apresentados indicam os teores totais de flavonoides e os potenciais

antioxidantes que costumam ser efetivamente acessados pelos consumidores
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dessa erva através da principal forma utilizada em seu consumo: a infusdo. O
TTFla médio das infusbes analisadas (originarias de amostras de referéncia e
comerciais) foi de (11,77 + 6,35) mg ER/g de amostra seca. As infusbes das
amostras RC e RR apresentaram valores de TTFla inferiores (p < 0,05) aos
observados nas infusdes das amostras RF, NU e P. O PRT médio, considerando
todas as amostras de P. niruri analisadas, foi de (32,50 + 17,26) mg de EAG/g de
amostra seca. Nao houve diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre as
infusbes originarias das amostras estudadas (comerciais e de referéncia) com
relacdo a esse parametro. O potencial antioxidante médio das infusdes, expresso
como Clsoprrh), foi de (1182,29 + 758,78) ug/mL. Sé houve diferenga estatistica
significativa (p < 0,05) com relagc&o a esse parametro entre as amostras RF e N. O
potencial antioxidante das infusbes também foi avaliado pelo teste com o reagente
ABTS, produzindo um Clsgasts) meédio de (393,92 + 230,18) pyg/mL; ndo houve
diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entra as diferentes infusbes analisadas
com relagao a esse parametro. Com o ensaio FRAP, a capacidade antioxidante
das infusdes variou de (238,00 * 75,98) uM de Fe?*/g de amostra seca a (1780,74
+ 244,17) uM de Fe?*/g de amostra seca, com as infusdes produzidas a partir das
folhas de referéncia (RF) apresentando valores estatisticamente superiores (p <
0,05) aos observados para todas as demais infusbes avaliadas. Os flavonoides
parecem ter expressiva influéncia sobre o potencial antioxidante dessas infusdes
de P. niruri, principalmente nas amostras de referéncia (RF, RR e RC).

O estudo também apresenta o primeiro conjunto de dados sobre o perfil de
compostos organicos volateis das infusbes de P. niruri, com destaque para
aqueles compostos que tém potencial para estarem associados com a primeira
impressao odorifera relacionada a esse tipo de infusdo, visto que foram isolados
do headspace dessas bebidas. Foram identificados trinta e sete compostos
organicos volateis no conjunto de infusdes analisadas. O grupo com o maio
numero de representantes foi o dos ésteres, seguido do grupo dos
hidrocarbonetos e dos compostos terpénicos oxigenados. A presenca de varios
compostos em comum (2,2,4-trimetil-1,3-pentanodiol diisobutirato, tributil fosfato,
a-pentilcinamaldeido, acido tetradecanoico, 2-etil-hexil salicilato, octadecano,
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homossalato, 1-hexadecanol, acido n-hexadecanoico, isopropil miristato, acido
pentadecanoico, eicosano, isopropil palmitato e manool) entre as fra¢des volateis
das infusdes originarias das amostras de referéncia e comerciais sugere que as
amostras comerciais sao auténticas, ou seja, pertencem a espécie Phyllanthus
niruri. As diferencas de perfil entre as fragdes volateis das infusbes analisadas
podem ser explicadas pela influéncia das condigbes ambientais as quais as
plantas foram expostas durante seu desenvolvimento, pelas variacbes nas
condicbes de processamento e armazenamento dessas plantas e, também, pelas

diferentes partes da planta que foram utilizadas para a producéo das infusoes.
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