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A espécie Phyllanthus niruri L. (“quebra-pedra”) tem grande potencial fitoterapico, sendo empregada para
o tratamento de diversas patologias. Essa erva ¢ consumida principalmente na forma de infusdo. O objetivo
do presente trabalho ¢ avaliar o teor total de flavonoides (método do cloreto de aluminio), a capacidade
antioxidante (Folin-Ciocalteu, DPPH, ABTS e FRAP) e o perfil de compostos organicos volateis
(microextragdo em fase solida) de infusdes de P. niruri produzidas a partir de amostras de referéncia ou
comerciais. Os resultados mostraram que os flavonoides parecem ter uma influéncia substancial sobre o
potencial antioxidante dessas infusdes 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, capacidade antioxidante, fracao volatil.

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), and the profile of
volatile organic compounds (via solid-phase microextraction) in P. niruri infusions prepared from reference
and commercial samples. 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, antioxidant capacity, volatile fraction.

1. INTRODUCAO
As ervas representam um recurso importante para o combate a diversas doengas, principalmente
em paises em desenvolvimento. Cerca de 60-90% dos habitantes de paises ndo industrializados

dependem da medicina tradicional para o tratamento de doengas comuns [1]. A atengdo dada as
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plantas biologicamente ativas também esta associada ao seu baixo custo em compara¢do com 0s
farmacos sintéticos [2]. No Brasil, 10% da flora é objeto de pesquisas, o que indica que hd um
grande potencial para descoberta de novas plantas com propriedades medicinais diante da enorme
biodiversidade do pais [3].

A espécie Phyllanthus niruri L., cujo nome popular é “quebra-pedra”, pertencente ao género
Phyllanthus e a familia Euforbidcea [4]. A “quebra-pedra” é uma planta herbacea, anual, que
atinge até 0,5 metro de altura, ramificada, ramos globosos (desprovidos de pelos), folha com limbo
(parte larga e plana das folhas) e flores pequenas, amarelas ou esverdeadas dispostas nas partes
inferiores dos ramos [5]. Essa espécie tem sido estudada durante décadas com relagdo as suas
propriedades medicinais [4].

Estudos clinicos realizados com P. niruri demonstraram a eficacia dessa planta no tratamento
do calculo renal, o que justifica o seu nome “quebra-pedra”. O extrato aquoso (infusdo) de caules,
folhas e raizes de Phyllanthus niruri t€m alcaloides com efeito antiespasmddico e relaxante em
muitos tecidos, como na musculatura lisa da uretra, contribuindo para a eliminagdo de calculos
menores [6]. Esse efeito antiespasmodico também ¢é capaz de relaxar a musculatura lisa intestinal,
diminuindo colicas [7]. Além disso, os compostos triterpénicos presentes em fitoterapicos
derivados dessa planta sdo capazes de reduzir a deposi¢do dos cristais na urina [6]. A planta
também possui propriedades anti-inflamatorias, auxiliando no tratamento da dor comum aos
pacientes com célculos renais [7].

Os flavonoides (quercetina e rutina), acidos fendlicos (acido galico e acido elagico), taninos ¢
lignanas presentes na P. niruri tém atividade antioxidante, sendo capazes de exercer importante
funcdo na prevengdo de distirbios cardiovasculares, como aterosclerose, retardar o
envelhecimento, o desenvolvimento de alguns canceres, catarata e disfungdes cognitivas [8].

A quercetina ¢ capaz de eliminar radicais livres e possui acdo quelante de ions,
desempenhando importante papel na prevengao da oxidagao da lipoproteina LDL, diminuindo assim
a aterosclerose ¢ a inflamagdo [9]. A rutina presente na P. niruri também pode minimizar os
processos inflamatorios, reduzindo assim a incidéncia de doenga cardiaca coronariana [10]. Os
acidos galico e elagico, encontrados em grandes quantidades na P. niruri, possuem atividade
antioxidante e habilidades quimiopreventivas para certos tipos de cancer [9]. O estudo in vitro de
Janior e colaboradores (2012) [11] mostrou que o extrato aquoso da P. niruri, junto com o
medicamento cisplatina, tinha efeito contra células tumorais hepaticas e colorretais, o que
diminuiria o volume do medicamento sintético utilizado no tratamento oncoldgico. Os
componentes da P. niruri associados a esse efeito foram o acido galico, os flavonoides e os
taninos, abundantes nessa erva.

O estudo de Sudarno e colaboradores (2011) [12] mostrou que os flavonoides presentes na
P. niruri t€m potencial antiviral e, segundo estudo de Murugesan e colaboradores (2021) [13], é
possivel verificar que compostos bioativos da P. niruri podem atuar como potenciais inibidores
de proteases para o combate a COVID-19. A inibigdo de certas proteases pode interromper o
processamento de proteinas virais, o que impede que o virus se replique e infecte novas células.

Alguns estudos mostram a seguranga toxicologica do uso da P. niruri, exceto para as gestantes.
Barros e colaboradores (2005) [14] orientam em seu estudo a ndo fazer uso da P. niruri durante a
gravidez, ja que ha risco de aborto em humanos. O estudo de Amin e colaboradores (2012) [15],
que monitorou a toxicidade do extrato etandlico de P. niruri em ratos, nas dosagens de 2g/kg e
S5g/kg de peso corporal, mostrou que ndo houve grandes alteragdes nas enzimas hepaticas e nem
sinais clinicos de toxicidade nos ratos, indicando boa seguranca quanto ao uso desse tipo de
extrato.

Frente a todo esse potencial fitoterapico da P. niruri para o tratamento das diversas patologias
descritas anteriormente, o estudo das infusdes produzidas a partir de amostras dessa planta
mostra-se relevante, visto que essas bebidas sdo a principal forma utilizada pela populagao
brasileira para acessar a bioatividade da mesma. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o teor total de flavonoides, a capacidade antioxidante e o perfil de compostos volateis de infusdes
de P. niruri produzidas a partir de amostras oriundas da cidade do Rio de Janeiro. Adicionalmente,
infusdes obtidas de partes distintas (raiz, folhas e caule) de amostras de P. niruri coletadas na
natureza ¢ identificadas botanicamente foram analisadas, com a finalidade de servirem como
referencial da espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de amostras

As amostras de “quebra-pedra” in natura foram obtidas no herbario da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE) e localizadas por georreferencia com auxilio de GPS (localizagao
8°01°08.5”S; 34°56’44.3”0). Uma parte dessas amostras foi utilizada para a confecgdo de
exsicatas que foram depositadas no herbario da Fiocruz de Petropolis (RJ); nimero do tombo
RFFP 21956. A caracterizagdo botanica da espécie foi feita na UFRJ por especialistas da area.
O restante das amostras foi separado em raiz, folhas e caule; essas fragdes foram secas a 45°C em
estufa com circulagdo for¢ada 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 locais
de venda do municipio do Rio de Janeiro (lojas de produtos naturais ou de produtos de academia)
ou através da internet. Das cinco principais marcas comerciais disponiveis nesses locais, foram
adquiridos trés lotes distintos em quantidade suficiente para garantir a realizacdo de todas as
analises propostas abaixo.

2.2 Avaliacdo do teor de umidade das amostras de “quebra-pedra” comerciais e de
referéncia

Para a avaliagdo do teor de umidade das amostras comerciais e de referéncia utilizou-se uma
balanca 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 analises foram utilizados
5 g de cada amostra.

2.3 Preparacao das infusoes de “quebra-pedra”

Cada extrato aquoso foi preparado pela infusdo de 1,0 g de erva em 0,050 L de H,O destilada
fervente com agitacdo durante 10 minutos. Apés resfriamento sob agua corrente a temperatura
ambiente, cada extrato foi transferido por filtracdo para baldo volumétrico de 100 mL, cujo
volume foi ajustado com o mesmo solvente (H,O destilada) para obten¢do de um extrato com
concentragdo de 1% (m/v). Esse extrato mae foi diluido sempre que necessario para a obtengéo
de novos extratos que viabilizassem os experimentos subsequentes [16]. Para a microextragdo em
fase solida e para o estabelecimento do teor total de flavonoides, as infusdes foram preparadas
adicionando-se 75 mL de agua destilada fervente em 5 g de amostra, com agitagdo manual por
dez minutos. Na sequéncia, o recipiente sofreu resfriamento sob agua corrente a temperatura
ambiente e o extrato sofreu filtracdo a vacuo, sendo posteriormente transferido para baldo
volumétrico de 100 mL, cujo volume foi ajustado com agua destilada para obten¢do de uma
concentragdo final de 5% (m/v) = 50.000 pg/mL [17].

2.4 Determinacio do teor total de flavonoides das infusoes

A determinagao do teor total de flavonoides (TTFla) das infusdes foi realizada pelo emprego
do método espectrofotométrico (equipamento EDUTEC EEQ-9023, Brasil) do cloreto de
aluminio [18]. A rutina foi utilizada como composto de referéncia. As infusoes de P. niruri a 5%
foram utilizadas nesta analise. O TTFla foi calculado com base em uma curva padrao de rutina
(20, 60, 100, 150, 200, 300, 600 ¢ 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 absorbancia foi monitorada no comprimento de onda de 510 nm
(A =510 nm).
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2.5 Determinacio da atividade antioxidante das infusdes

2.5.1 Determinagdo do poder redutor total das infusoes

O poder redutor total (PRT) das infusdes foi determinado em espectrofotometro (EDUTEC
EEQ-9023, Brasil) pelo emprego do reagente de Folin-Ciocalteu [19]. O acido galico foi utilizado
como composto referéncia. As infusdes a 1,0% (m/v) sofreram diluicdo para 0,2% (m/v); as
infusodes diluidas foram utilizadas nesta analise. 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!) € 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 gélico por grama de amostra seca (mg EAG g). A absorvancia foi
monitorada em A = 760 nm.

2.5.2 Experimento com 2,2-difenil- 1-picril-hidrazil (DPPH)

O potencial antioxidante das infusdes foi determinado espectrofotometricamente
(equipamento EDUTEC EEQ-9023, Brasil) pelo emprego do reagente DPPH [20]. As infusdes
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 Cls (concentracao da infusdo em pg/mL
capaz de reduzir em 50% o conteudo de radicais DPPHe) foi estimada por regressdo linear. As
absorvancias foram monitoradas em A = 515 nm. Para fins de comparagdo, determinou-se também
a Clso dos antioxidantes acido galico e rutina.

2.5.3 Ensaio com o reagente 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS)

O potencial antioxidante das infusdes também foi determinado espectrofotometricamente
(equipamento EDUTEC EEQ-9023, Brasil) pelo emprego do reagente ABTS [21]. As infusdes
foram diluidas em agua destilada (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 700 ¢ 1000 ug/mL) e
usadas na producdo da curva (regressdo linear) que viabilizou a determinagdo da Cls
(concentragdo da infusdo capaz de reduzir em 50% o conteido de radicais ABTS). As
absorvancias foram monitoradas em A = 750 nm. O Trolox foi utilizado como controle positivo.

2.5.4 Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

O potencial antioxidante das infusdes ainda foi avaliado espectrofotometricamente
(equipamento EDUTEC EEQ-9023, Brasil) pelo método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power) [22]. As absorvancias foram monitoradas em A = 595 nm. As infusdes a 1,0% (m/v)
sofreram diluigdes e as infusdes diluidas (1000, 1500 e 2500 mg/L) foram utilizadas nesta analise.
A curva padréo foi feita com solugdes de sulfato ferroso (500, 1.000, 1.500 ¢ 2.000 mg/L) ¢ os
resultados foram expressos em uM FeSO4/g de amostra seca.

2.6 Avaliacao da fracdo volatil das infusées

2.6.1 Isolamento dos compostos volateis por microextragdo em fase solida

A frago volatil das infusdes foi avaliada de acordo com o método proposto por Jung e
colaboradores (2022) [17], com pequenas modificagdes. Para essas analises foram utilizadas as
infusdes preparadas na concentragdo 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 agitagdo. Os frascos foram
mantidos a 60 °C por 60 minutos sob constante agitacdo, com uma fibra revestida de 100 um 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¢do da fibra ao
headspace, seu pré-condicionamento foi feito a 250°C por 30 minutos no injetor do cromatdgrafo
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usado nas andlises. Posteriormente, a dessor¢do dos compostos organicos volateis foi feita a
250°C por 5 minutos no injetor do sistema de cromatografia gasosa, antes do inicio das corridas
cromatograficas.

2.6.2 Ildentificacdo e quantificagcdo dos Compostos orgdnicos volateis presentes nos headspaces
das infusoes

Para a quantificacdo dos compostos organicos volateis (COVs) presentes nos headspaces das
infusdes utilizou-se um cromatdgrafo a gas com detector de ionizagdo em chamas (CG/DIC)
(GC-2010Plus, Shimadzu, Japdo). A separagdo dos COVs foi feita em uma coluna (30 m x
0,25 mm d.i.) de dimetilpolissiloxano (0,25 um de espessura) (SPB-1, Supelco, EUA). O forno
cromatografico foi programado para trabalhar de 60°C a 240°C, com a temperatura aumentando
3°C a cada minuto ¢ permanecendo 15 minutos na temperatura maxima. O injetor trabalhou a
250°C e o detector a 260°C, sendo hélio o gas de arraste (1,0 mL/minuto). As injegdes ocorreram
em splitless. Os indices de retengdo linear (IRL) foram estabelecidos pelo método de Kovats
modificado [23], usando-se alcanos saturados (Co-Cas - 1.000 pg de cada hidrocarboneto/mL de
hexano, Supelco, EUA). As concentragdes dos COVs presentes nos headspaces das infusdes
foram estimadas através do método de padronizacdo externa, com os padroes passando pelos
mesmos processos de isolamento e analise que foram empregados para a avaliagdo da composigdo
das infusdes. Para identificagdo dos COVs, utilizou-se um cromatdgrafo a gas acoplado a um
espectrometro de massas (CG/EM, GC-2010Plus/GCMS-QP2010, Shimadzu, Japdo). As
condi¢cdes de andlise foram similares as condigdes empregadas durante o trabalho de
quantificagdo com o CG/DIC. Uma voltagem de ionizacdo de 70 eV foi empregada no EM
(moédulo SCAN - 30 a 400 m/z - ciclos de 0,3 s). A fonte de ions e a interface com o CG
permaneceram a 260°C. A identificagdo dos COVs foi baseada na analise de seus espectros de
massas, com o auxilio das bibliotecas espectrais NIST12.1ib e NIST62.1ib, na avaliagdo de seus
IRL e na coeluicdo com compostos padroes.

2.7 Avaliaciao estatistica dos dados

As analises estatisticas foram executadas no Graph Pad Prism 6.0. Os valores obtidos para os
parametros investigados foram submetidos a analise de varidncia unidirecional (One-Way
ANOVA), seguida do pods-teste de comparagdes multiplas de Tukey, visando identificar
diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05). As correlagdes entre os
parametros avaliados foram estabelecidas pela aplicagdo do teste de Pearson, com o intuito de
quantificar a magnitude e a direcdo das associagdes observadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantidade de amostra disponivel nas embalagens usadas para o acondicionamento das
ervas comerciais

A massa de amostra contida em cada uma das embalagens acondicionadoras da erva comercial
foi determinada com o auxilio de uma balangca de precisao (AD3300, Marte, BRASIL). Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 1. As marcas P [massa de amostra = (34,66 + 1,95)
gl, E[(18,19+0,64) g ] e NU [(31,49 £ 0,60) g] apresentaram massa real um pouco maior do que
a informada. A marca CC (59,07 £+ 4,17g) apresentou um valor médio de massa ligeiramente
menor do que o informado; foi a marca que apresentou o maior desvio padrao da média. A marca
N (19,06 + 0,52¢g) também apresentou um valor médio de massa numericamente menor do que o
informado.
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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 15g 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.

3.2 Avaliacio da presenca de corpos estranhos

Alguns contaminantes foram encontrados eventualmente em algumas das amostras comerciais
de P. niruri estudadas (Figura 1). Em uma das amostras do lote 1 da marca CC (CC1) foi detectado
um contaminante com aspecto de semente com cerca de 1 cm de didmetro. Em uma amostra NU2
o contaminante 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 ¢ um
contaminante que parecia um carogo de milho em outra amostra desse mesmo lote. Por tltimo,
em uma das amostras do lote 1 da marca N foi encontrado um contaminante com aspecto de fruta
seca.

Figura 1: Contaminantes encontrados nas ervas comercidais.

De acordo com a portaria n® 519, de 26 de junho de 1998, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria
(SVS) [24], os contaminantes descritos anteriormente podem ser classificados como amidos
estranhos (semente com didmetro de aproximadamente 0,1 dm, carogo de milho), elementos
histologicos estranhos (folha de capim-limdo) e sujidades pesadas (fragmento de tijolo). A
presenca de contaminante com aspecto de fruta seca pode indicar a presenga de amidos estranhos
ou de fragmentos de outra planta ndo autorizada (elementos histologicos estranhos).

A portaria n® 519/1998 [24] estabelece o regulamento técnico para fixacdo de identidade e
qualidade de “chas” (plantas destinadas a preparacdo de infusdes ou decoccdes). Esta portaria
visa assegurar que os chas comercializados no Brasil sigam padroes de identidade e qualidade a
fim de garantir a saude de seus consumidores. Essa portaria estabelece, por exemplo, os
pardmetros para avaliagdo microscopica de chas, visando identificar a presenga de materiais
estranhos e impurezas. Os limites estabelecidos para os contaminantes descritos anteriormente
sdo: auséncia em 5g de amostra para elementos histologicos estranhos e amidos estranhos e
maximo de 150 mg por 10 g de amostra para sujidades pesadas. Apesar desses contaminantes
terem sido identificados em algumas das amostras estudadas, a avaliacdo quantitativa, por
exemplo, por quantidade de amostra monitorada, ndo foi desenvolvida. Dessa forma, ndo ¢
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possivel aferir se as amostras em questdo estdo ou ndo em conformidade com os padrdes
estabelecidos. De qualquer forma, a detec¢do de tais contaminantes em algumas das amostras
indica que esse tipo de avaliagdo é importante ¢ deve ser incentivada em futuros estudos.
Contaminantes como a folha com aspecto de capim limao, se ndo retirados antes do preparo das
infusdes, podem, por exemplo, interferir no sabor, aroma ¢ até mesmo no potencial bioativo das

bebidas.

3.3 Teores de umidade das amostras de P. niruri

Os teores de umidade das amostras de P. niruri comerciais ¢ de referéncia (caules, folhas e
raizes) sdo apresentados na Tabela 2. Nas amostras comerciais os teores de umidade variaram de
[(9,13 £ 0,80)% - marca N] a [(10,03 + 0,76)% - marca E], ndo havendo diferenca estatistica
significativa (p > 0,05) entre as marcas com relag@o a esse parametro.

Tabela 2: Teor de umidade das ervas comerciais e de referéncia.

Amostras Teor de umidade (% ) (M + DP)
CC 9,87 + 0,68
P 9,37 £0,15%bc¢
N 9,13 +£0,80%b¢
E 10,03 + 0,76
NU 9,67 £ 0,85%b
RF 10,60 + 0,062
RC 8,20 £ 0,25¢
RR 8,60 + 0,21b¢

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

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) nao 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 ¢ colaboradores [25] avaliou as
partes aéreas de P. niruri (folhas e talos) em fungdo das condigdes 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
anatomicas ¢ higroscopicas das partes aéreas, especialmente das folhas, influenciam na retengao
de agua. Embora este estudo ndo tenha incluido as raizes na analise, ¢ razodvel inferir que as
raizes apresentam caracteristicas anatomicas e fisioldgicas distintas, o que pode resultar em
diferengas nos teores de umidade. As folhas possuem uma estrutura anatomica adaptada a
fotossintese e a transpiragdo, com estdmatos € uma cuticula que regulam a perda de agua. Ja os
talos e raizes tém fungdes estruturais e de transporte de dgua e nutrientes, com caracteristicas
anatomicas adaptadas a essas fungdes. Essas diferencas estruturais influenciam a capacidade de
retengdo de agua de cada parte da planta [25, 26]. 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 2).
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Figura 2: Teores de umidade (%) das amostras comerciais e de referéncia apos processamento.

E importante destacar que os teores de umidade que estio sendo apresentados ndo estdo
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 condi¢do
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 redug¢do da atividade de agua.

As amostras comerciais estavam secas e fragmentadas, mas ndo havia descri¢ao, por exemplo
nos rotulos das embalagens, de como esses processos haviam sido conduzidos. Portanto, as
condi¢des de secagem e fracionamento das amostras comerciais provavelmente ndo foram
exatamente iguais as condigdes 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 preparacdo de infusdes ou
decoccdes (chas), de acordo com a portaria n° 519, de 26 de junho de 1998, da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria (SVS) [24].

As amostras comerciais pareciam conter uma mistura de folhas e caules (talos) da erva
“quebra-pedra” em propor¢des variaveis, porém sempre com a presenga de mais folhas do que
talos. A umidade média das amostras comerciais foi de (9,61 £ 0,37) %, valor numericamente
muito proximo ao encontrado para a média aritmética simples entre os teores de umidade de RF
e RC (9,40%).

34 TTFla, PRT, CISO(DPPH), CISO(ABTS) e FRAP das infusoes

Os valores médios para o teor total de flavonoides (TTFla), ¢ o potencial antioxidante
(expresso como poder redutor total (PRT), Clsomremn), Clsoasts) € como poder de redugdo de ions
Fe** (FRAP)) das infusdes de P. niruri (originarias das amostras comerciais ou de referéncia) sio
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Dosagem do teor total flavonoides, poder redutor total e capacidade antioxidante (Clsomprm,
Clsouprs) e FRAP) das infusdes de “quebra-pedra” produzidas a partir das amostras comerciais e de

referéncia.
TTFla PRT Clsomrrn) Clso(aBTs) FRAP
Amostras (mg ER/g) (mg EAG/g) (ng/mL) (ng/mL) (uM de Fe?'/g)
(M = DP) (M £ DP) (M = DP) (M £ DP) (M £ DP)

CcC 11,07 £2,09%° 19,13 £ 11,10° 1604,15 + 643,34>> 536,99 £299,13% 243,67 + 185,54
P 18,06 £ 8,63*  27,12+23,74* 1173,6 = 1083,39%" 283,68 + 124,75° 364,86 + 319,84°

N 11,80 £7,39%% 27,98 £23,61* 2556,28 + 1554,54* 787,61 +738,61* 257,85+ 197,5°
E 11,79 £ 4,14%° 40,28 £27,97* 1577,78 + 186,75*" 421,80 +118,42* 303,13 +290,47°
NU 18,32 +£3,98 59,25+ 14,90° 603,09 +676,71*® 175,40+ 88,18 768,49 + 179,05°
RF 17,68 £ 0,932 54,98 + 4,532 164,65 +20,70° 51,55+4,10*  1780,74 +244,17°
RC 2,84 £0,13% 17,32 +1,88" 525,17 +50,76*® 370,16 + 189,17 398,81 + 108,76
RR 2,57+0,52° 13,90 £2,66° 1253,63 + 334,24 524,16 +£263,68* 238,003 + 75,98°

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 (concentragdo da infusdo capaz de neutralizar 50% dos radicais DPPH ou ABTS).
FRAP- poder antioxidante redutor 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).

3.4.1 TTFla das infusoes

As infusdes das diferentes amostras de “quebra-pedra” comerciais ndo diferiram
estatisticamente (p > 0,05) com relacdo ao TTFla. O TTFIla médio dessas infusdes variou de 11,07
(CC) a 18,32 (NU) mg ER/g de amostra seca (Tabela 3). 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 infusdes das amostras
de P. niruri comerciais mostrou-se semelhante ao contetido total [(14,78 = 7,64) mg de ER/g de
amostra seca] de flavonoides das infusdes de Bauhinia forfitaca (pata-de-vaca), produzidas a
partir de amostras de referéncia e comerciais originarias do estado do Rio de Janeiro. Essa outra
erva (pata-de-vaca) apresentou um TTFla variando de 4,82 — 37,00 mg ER/g de amostra seca [17].
As infusdes de P. niruri também apresentaram um TTFla médio [(710,70 + 182,59) mg de ER/L
de infusdo] préximo ao encontrado em infusdes de boldo-do-chile comercializadas no Brasil
[(755,92 + 34,48) mg de ER/L de infusdo] [20]. Por outro lado, o TTFla médio das infusdes de
P. niruri mostrou-se numericamente superior ao observado para as infusdes da carqueja conhecida
como Baccharis myriocephala [(11,58 + 1,25) mg de ER/g de amostra seca] [27]. Por conta dos
desvios padroes associados a esses valores médios, ¢ bem provavel que essa diferenga ndo seja
estatisticamente significativa.

Com relagao as amostras de referéncia, percebe-se que nao ha diferencga estatistica (p > 0,05)
entre os TTFla das infusdes produzidas a partir das amostras RR ¢ RC. Por outro lado, o TTFla
das infusdes de RF mostrou-se superior (p < 0,05) aos teores encontrados para esses compostos
fenolicos nas outras duas amostras de referéncia (RR e RC). As amostras de RF nao diferiram das
amostras comerciais com relagdo a esse parametro (medido em suas infusdes). Ja as amostras RR
e RC apresentaram TTFla inferiores (p < 0,05) aos das amostras comerciais NU e P (Figura 3).
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Figura 3: TTFla das infusées de Phyllanthus niruri L.

O TTFla de infusGes de amostras de P. niruri ja foi indicado em estudos anteriores [28, 29].
Entretanto, a comparacdo desses dados da literatura com os dados do presente estudo nao é
possivel, por exemplo, pelo fato dos resultados terem sido apresentados em mg de equivalentes
de quercetina (EQ)/g de peso seco [28]. No caso do estudo de Luliana e colaboradores (2019)
[29], os resultados foram expressos por grama de extrato (fragdo aquosa: 20,07 + 1,23 mg ER/g
extrato), o que também inviabiliza a comparacdo com os dados obtidos no presente estudo, mesmo
que a rutina tenha sido escolhida como composto de referéncia.

3.4.2 PRT das infusoes

Com relagdo a capacidade antioxidante das infusdes de “quebra-pedra” analisadas, um dos
métodos empregados em seu monitoramento foi o de Folin-Ciocalteu. Esse método ¢
frequentemente utilizado para a determinacgdo 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 fenolicos é um equivoco. Isso pode produzir resultados superestimados
para a concentragdo desse grupo, visto que outras substincias 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 método de
Folin-Ciocalteu em 115,32 mg de EAG/g de amostra seca [30]. Esse valor ¢ muito superior ao
apresentado pelas infusdes produzidas a partir das amostras de P. niruri comerciais ou de
referéncia analisadas no presente estudo. Isso indica uma diferenga importante entre o cloroformio
e a agua fervente com relagdo as suas capacidades de extracdo dos compostos responsaveis pelo
poder redutor desses dois tipos de extratos. Entretanto, devemos destacar que so6 as infusoes
podem ser consumidas pela populacao.

Navarro ¢ colaboradores (2017) [31] 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 cloroformio) e técnicas de ultrassom e rota-evaporagao. Nesse estudo, o PRT
foi estimado em (328,80 + 13,41) mg de EAG/g de extrato. O processo de extragdo usado por
Navarro e colaboradores (2017) [31] é muito diferente do processo de infusdo; além disso,
envolveu técnicas de concentracdo do extrato como, por exemplo, a rota-evaporagdo € os
resultados foram expressos em relagdo a massa do extrato. Dessa forma, a comparagdo com os
valores de PRT das infusdes do presente estudo fica inviabilizada.

As infusdes oriundas das amostras estudadas (comerciais e de referéncia) ndo diferiram
(p > 0,05) com relagdo aos valores de PRT. O PRT 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
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numericamente superior ao valor encontrado para o PRT das infusdes de Baccharis myriocephala
[(25,26 £1,72) mg EAG/g de amostra seca] [27], mas € possivel que isso ndo reflita uma diferenga
estatisticamente significativa. Por outro lado, as infusdes de “quebra-pedra” apresentaram um
PRT [(65,66 +34,93) mg de EAG/L de infusdo] 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]
[20].

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 [(58,37 + 8,61) mg EAG/g] encontrado para infusdes comerciais de erva mate,
planta de consumo muito popular no sul do Brasil [32].

3.4.3 Clsoppry, Clsousrs) e FRAP das infusoes

Na revisdo da literatura, realizada para o desenvolvimento do presente estudo, ndo 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 concentragdo como a liofilizagao [2, 33]. Dessa forma, a comparacao efetiva desses
dados com os produzidos no presente estudo ndo se mostra possivel.

A capacidade antioxidante (CA) das infusdes de P. niruri testadas também foi expressa como
Clsopry ou Clsoanrs). Quanto menor € o Clsp de uma solugdo, maior sera seu potencial
antioxidante. A CA das infusdes medida pelo ensaio com o reagente DPPH produziu valores de
Clso que variaram de (164,65 + 20,70) ug/mL (RF) a (2556,28 + 1554,54) ug/mL (N). Somente
as infusdes dessas duas amostras (RF e N), que apresentaram os valores extremos da faixa de
Clsomprm), diferiram estatisticamente (Figura 4). Desconsiderando esses valores extremos, o valor
médio de Clsoppiy das demais infusodes € de (1122,90 + 465,97) ug/mL. Esse valor € inferior ao
valor de Clsopppmy [(2.210 &+ 270) pg/mL] estimado para as infusdes de Baccharis myriocephala
[27]. Dessa forma, a maioria das infusdes de “quebra-pedra” parece apresentar um potencial
antioxidante (medido pelo emprego do reagente DPPH) superior ao das infusdes dessa espécie de
carqueja. Por outro lado, a maioria dessas infusdes de “quebra-pedra” apresenta uma CA inferior
a CA apresentada (430 pg/mL) pelas infusdes de boldo-do-chile [20].

Os valores de Clsooppiy da rutina e do acido galico foram 93 pug/mL e 8,5 ug/mL [34]. Sendo
assim, as infusdes de P. niruri do presente estudo possuem um potencial antioxidante inferior ao
observado para esses dois padroes de compostos antioxidantes.

ICs0(DPPH)
5000- CC — amostras comerciais da marca 1;
* P — amostras comerciais da marca 2;

40004 N — amostras comerciais da marca 3;
_ E — amostras comerciais da marca 4;
E 3000 NU — amostras comerciais da marca 5;
g RF — amostras de referéncia das folhas;,
8 RC - amostras de referéncia dos caules (talos);
£ 2000- 'I' - nCl: v
3 T RR — amostras de referéncia das raizes.

1000 I

0' T =

P CC N E Nu RF RR RC
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*p < 0,05

Figura 4: CA das infusoes de Phyllanthus niruri L. expressa como Clsoppph).
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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 diferenca estatistica significativa (p > 0,05) entre as diferentes
infusdes analisadas. A CA média, considerando todas as amostras analisadas, foi representada
pelo valor de Clsoagrs) de (393,92 +230,18) pg/mL. Esse resultado mostrou-se superior ao valor
de Clsoants) do Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), que foi estimado
em 28 ug/mL [35]. Dessa forma, as infusdes de P. niruri apresentam um potencial antioxidante
inferior ao do Trolox.

Por tultimo, 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 infusdes produzidas a partir
das folhas de referéncia (RF) mostrou-se estatisticamente superior (p < 0,05) as capacidades
antioxidantes de todas as demais infusGes avaliadas. Esse resultado reforcou as tendéncias
numéricas observadas nos testes com DPPH e ABTS, que faziam as infusdes de RF se destacarem,
mas ndo a ponto de se diferenciarem de todas as demais de forma estatisticamente significativa.
Provavelmente, isso ndo aconteceu em funcdo 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,
variagoes de composicdo e bioatividade podem ser observadas de forma mais marcante entre
amostras de diferentes lotes, visto que os padrdes de sintese desses metabolitos secundarios
respondem a estimulos de fatores bidticos ou abiodticos aos quais o vegetal esteja exposto [36-39].

3.4.4 Correlagoes entre os parametros medidos: TTFla, PRT, Clsowprr, Clsousrs) e FRAP das
infusoes

A avaliacdo dos dados com o auxilio do teste de Pearson reforgou a influéncia que os
flavonoides parecem ter sobre o potencial antioxidante dessas infusdes de P. miruri. Essa
influéncia mostrou-se mais marcante durante a avaliacdo das amostras de referéncia (RF, RR ¢
RC). Observou-se, por exemplo, um elevado coeficiente de correlagdo de Pearson positivo
(r =+ 0,980485, p = 0,01304062) entre os valores de TTFla e de PRT para essas infusdes. De
forma semelhante, foi possivel observar um coeficiente de correlagdo de Pearson positivo de
grandeza similar (r = + 0,9813557, p = 0,0007898894) pela comparacdo dos valores de TTFla
com os valores associados a CA (medida por FRAP) das infusdes originarias das amostras de
referéncia. A comparagao 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 médulo, mas ainda
assim estatisticamente significativos para as amostras de referéncia. Comparando os dados de
TTFla com os valores de Clsoppery obteve-se um r = - 0,7208868 (p = 0,01414661). No caso da
comparagdo dos valores de TTFla com os valores de Clsoapts), 0 coeficiente de correlagdo de
Pearson foi de - 0,7527099 (p = 0,01271333). Isso indica que quanto maior ¢ a concentragao total
de flavonoides da infusdo, menor ¢ seu valor de Clsoprpr) ou de ClsoapTs) €, portanto, maior € sua
capacidade antioxidante.

Coeficientes de correlagdo de Pearson menores, mas ainda estatisticamente significativos,
indicaram contribui¢do 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 CIso(DppH) (I’ = - 0,6176444, p= 0,01414661); TTFla x CISO(DPPH)
(r=-0,6250764, p = 0,01271333).

3.5 Fracao volatil das infusdes

Os compostos organicos volateis presentes nas infusdes originarias das amostras de P. niruri
comerciais estdo listados na Tabela 4, enquanto que os compostos organicos volateis identificados
nas infusdes provenientes das amostras de referéncia sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 4: Compostos organicos volateis presentes no headspace das infusoes de Phyllanthus niruri L.
produzidas a partir das amostras comerciais.

Compostos IRL- yp1L cc P N E NU
C (ng/mL)  (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Espatulenolso 1550 1572N ND 0,09+0,09 ND ND ND
2.24-Trimetil-1,3- 00 509 50¢ (7240,07 3,00£0,96 2,30+1,27 1,5140,67 1,63+0,88
pentanodiol diisobutirato
Tributil fosfato®st 1618 1619N  0,12+0,02 0,08+0,09 0,08+0,06 0,09+0,08 0,09+0,02
1-Tetradecanol*' 1659 1659N  0,03%0,01 ND ND 0,02+0,02 ND
o-Pentilcinamaldeido?'® 1708 1672N  0,33+0,02 0,18+0,07 0,17+0,14 0,28+0,06 0,32+0,08
Acido tetradecanoicoAS 1754  1752N  0,15+0,14 0,04+0,04 0,02+0,04 0,18+0,09 0,11+0,11
2-Etil-hexil salicilato®t 1777  1769Y  0,66+0,44 0,45+0,46 0,47+0,43 1,31+1,78 0,28+0,15
Octadecano™ 1798 1800  0,04+0,01 0,05+0,02 0,05+0,03 0,05+0,01 0,04+0,01
Isopropil miristato®st 1811 1812N  0,04+0,02 0,03+£0,02 0,01+0,01 ND 0,01+0,01
Acido pentadecanoico*® 1848 1848N  0,01+0,02 NI 0,01+0,01 0,01+0,01 0,01+0,02
Homossalato®st 1855 1903,8°¢ 1,73+1,14 1,32+1,56 1,48+1,35 0,62+0,57 0,92+0,78
1-Hexadecanol A 1862 1862N  0,25+0,10 0,1620,22 0,24+021 4,124641 0,31+0,33
Nonadecano'¢ 1897  1900™ ND ND  0,01+0,02 ND ND
Metil hexadecanoato®™! 1908 1908N ND 0,02+0,02 0,07+0,07 ND ND
Acido n-hexadecanoicoAS 1951  1951Y  1,58+0,33 0,39+0,68 0,26+0,35 0,72+0,85 0,20+0,35
Eicosano™! 1997 2000 0,05+0,03 ND  0,03+0,03 0,05+0,02 ND
Isopropil palmitato®t 2008 2011°¢  0,01+0,02 ND  0,01+0,01 0,01+0,01 ND
Manool”° 2025 2055 0,11+0,04 0,12+0,09 0,07+0,07 0,084+0,07 0,10+0,09
1-Otadecanol®lc 2063  2063N  0,08+0,13 0,04+0,06 0,08+0,08 0,60+0,55 0,29+0,45
Dodecil benzoato®t 2164 2163 ND ND  0,01+0,02 ND ND
Tributil acetilcitrato®s 2218 2224N ND 0,01+0,02 ND ND 0,02+0,04

IRL-C — indice de retengdo linear calculado [23]; IRL-L — indice de retencao linear da literatura (N — NIST;
PC — PubChem; Ph — Pherobase); 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;
ND - nio detectado; Ald — Aldeido; Est — Ester; SO — Sesquiterpeno oxigenado; AG — Acido graxo;
Hid — Hidrocarboneto; Alc — Alcool; DO — diterpeno oxigenado.

3.5.1 Perfil geral dos headspaces

Considerando todas as infusdes analisadas, foram identificados trinta e sete (37) compostos
organicos volateis. Esses compostos podem ser divididos em terpénicos (6) e ndo terpénicos (31).
No grupo dos compostos terpénicos foram encontrados dois monoterpenos oxigenados, trés
sesquiterpenos oxigenados e um diterpeno oxigenado. Ja no grupo dos compostos nao 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): 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 [concentragdo variando
de (0,72 + 0,07) pg/mL (CC) a (3,29 £ 1,00) pg/mL (RR)], o homossalato [(0,42 + 0,26) pg/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) ug/mL (E)], o acido n-hexadecanoico [(0,20 + 0,35) ug/mL (NU) a (1,58 + 0,33) ug/mL
(CO)] e o a-pentilcinamaldeido [(0,17 £+ 0,14 ug/mL (N) a (0,33 £+ 0,02) ug/mL (CC)]. Apesar
das diferencas numéricas entre esses valores de concentracao, a avaliagdo estatistica mostrou que
as amostras ndo diferiram de forma significativa (p > 0,05) com relagdo a esse parametro. A
presenga desses nove compostos organicos 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 semelhanca entre esses dois grupos
(amostras comerciais ¢ de referéncia), o que pode indicar um potencial uso desse perfil de
compostos volateis das infusdes (obtido pela técnica de microextracdo em fase soélida) para
avaliag¢@o da autenticidade das amostras comerciais dessa erva.
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Tabela 5: Compostos organicos voldteis presentes no headspace das infusoes de Phyllanthus niruri L.
produzidas a partir das amostras de referéncia.

RF RC RR
Compostos IRL-C IRL-L (ng/mL) (ng/ml) (ng/mL)
[i-LinalolMo 1079  1079N  0,04+0,02 ND ND
Decanal?!d 1179 1179N ND ND 0,01+0,02
3-Hidréxi-2,4,4-trimetilpentil-2-metilpropanoato®™ 1347 1365,2N ND ND 0,01+0,01
cis-Geranilacetona™© 1425 1425°¢  0,03+0,02 0,02+0,00 0,06+0,09
Acido dodecanoico*® 1554  1554N  0,04+0,06 0,01+0,01 NI
2,2,4-Trimetil-1,3-pentanodiol diisobutirato®" 1577 1587,5°¢ 2,19+1,81 3,06+1,05 3,29+1,00
Globulols° 1598  1598N ND ND 0,09+0,08
Hexadecano™! 1598 1600 0,10+0,16 0,03+0,04 ND
Tributil fosfato®t 1618 1619N  0,17+0,04 0,14+0,02 0,13+0,03
1-Tetradecanol*' 1659 1659N  0,03+0,05 0,02+0,03 ND
Etil-hexil benzoato®™! 1679 1674°¢  0,02+0,02 ND ND
Pentadecanal®!d 1691 1690N  0,01+0,01 ND ND
Heptadecano'¢ 1698 1700  0,05+0,06 0,04+0,04 0,03+0,01
a-Pentilcinamaldeido®'® 1708 1672N  0,24+0,04 0,18+0,03 0,20+0,01
Acido tetradecanoico*® 1754  1752N  0,33+0,30 0,13+0,22 0,08+0,06
2-Etil-hexil salicilato®s 1777  1769N  0,19+0,10 0,22+0,03 0,25+0,13
1-Octadeceno™id 1788 1788N  0,05+0,08 0,02+0,04 ND
1-Pentadecanol®! 1794  1794N  0,02+0,03 ND ND
Octadecano™ 1798 1800™ 0,13+0,17 0,11+0,13 0,06+0,04
Isopropil miristato®" 1811 1812N  0,07+0,10 0,06+0,07 ND
Acido pentadecanoico*® 1848 1848N  0,07+0,08 0,04+0,07 0,01+0,02
Homossalato®t 1855 1903,8°C 0,42+0,26 0,55+0,14 0,45+0,42
1-Hexadecanol*'" 1862 1862N  0,08+0,05 0,11+0,05 0,09+0,05
Farnesil acetonas® 1887 1886°C 0,03+0,01 ND ND
Nonadecanoid 1897 1900™  0,04+0,04 0,04+0,06 0,01+0,01
Metil hexadecanoato®s 1908 1908N  0,46+0,64 0,28+0,42 0,07+0,12
Acido n-hexadecanoico*¢ 1951 1951N  1,37+0,54 0,41+0,45 0,57+0,43
Eicosano'id 1997 2000 0,03+0,03 0,03+0,03 ND
Isopropil palmitato®st 2008 2011°¢  0,02+0,01 0,01+0,02 ND
Manool”© 2025 2055 0,16+0,07 0,10+0,01 ND
Metil trans-9-octadecenoato (metil elaidato)®st 2078 2082°¢  0,52+0,80 0,3840,65 0’06(7)i0’1
Metil éster do acido oleico® 2082 2082 ND 0,01+0,02 ND
Metil estearato®! 2107  2107Y  0,03+0,03 0,02+0,03 ND
Tributil acetilcitrato®t 2218  2224N  0,01+0,02 0,01+0,02 ND

IRL-C — indice de retengdo linear calculado [23]; IRL-L — indice de retencao linear da literatura (N — NIST;
PC — PubChem; Ph — Pherobase); 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; ND — ndo detectado; MO — Monoterpeno oxigenado; Ald — Aldeido; Est — Ester; SO — Sesquiterpeno
oxigenado; AG — Acido graxo; Hid — Hidrocarboneto; Alc — Alcool; DO — diterpeno oxigenado.
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3.5.2 Compostos orgdnicos volateis de destaque

Desse grupo de compostos volateis comuns as varias das amostras comerciais e de referéncia,
destacam-se o diterpeno oxigenado manool e o acido pentadecanoico. O manool s6 ndo foi
detectado nas infusdes provenientes das raizes de referéncia (RR). Na Salvia officinalis esse
diterpeno oxigenado se destaca no aspecto quantititivo. Esse COV ¢ capaz de induzir o
relaxamento vascular da aorta de ratos (modulagdo da via NO/GMPc). Além disso, ele promove
a redugdo da pressdo arterial aumentando a produgdo/biodisponibilidade de 6xido nitrico no
plasma. Essas acdes podem explicar o efeito anti-hipertensivo do manool [40]. O acido
pentadecanoico s6 nao foi encontrado nas infusdes provenientes das amostras comerciais da
marca P. Esse acido graxo ja foi associado as seguintes propriedades bioativas: antioxidante,
hipocolesterolémica, nematicida, pesticida, anti-inflamatoria, antibacteriana e antifungica [41].

O composto organico volatil 1-octadecanol s6 foi encontrado nas infusdes provenientes das
amostras comerciais; porém, ele foi encontrado nas amostras das cinco diferentes marcas
analisadas (Tabela 4). Por outro lado, o B-linalol, o etil-hexil benzoato, o pentadecanal, o
1-pentadecanol e a farnesil acetona s6 foram detectados nas infusdes produzidas a partir das folhas
das amostras de referéncia (RF) (Tabela 5). O B-Linalol apresenta limiar odorifero em H,O de
6 ng/L [20], sendo muito comumente classificado como um composto de odor ativo em varias
plantas. Esse composto organico volatil possui aroma doce e agradavel, lembrando frutas frescas,
mamao e capim; possui propriedades anti-inflamatéria, anti-hiperalgésica, antinociceptiva,
acaricida, bactericida e fungicida [20, 42, 43]. O oleato de metila s6 foi encontrado nas infusdes
dos caules de referéncia (RC), enquanto que os compostos volateis decanal, 3-hidroxi-2,4,4-
trimetilpentil-2-metilpropanoato ¢ 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 magnolia [44]. Esse composto volatil, associado
a uma nota odorifera floral, parece ter um impacto significativo no aroma de frutas como uvas,
magcas, lichia e mangas [17]. Jung e colaboradores (2022) [17] detectaram esse composto organico
na fra¢do volatil de todas as infusdes de Bauhinia forficata L (comerciais ou de referéncia)
avaliadas pelo emprego de técnicas analiticas semelhantes as técnicas utilizadas no presente
estudo.

3.5.3 Justificativas para as diferengas observadas

As diferencas de perfil descritas acima e outras pequenas diferencas observadas podem ser
explicadas por varios fatores. A composi¢do dessas fragdes volateis sofre grande influéncia das
condi¢des do ambiente onde a planta se desenvolve. A disponibilidade hidrica, a salinidade do
solo, as condigdes climaticas, o periodo de colheita e a herbivoria, por exemplo, podem interferir
no metabolismo secundario da planta, provocando variagdes nos perfis dessas fragdes volateis.
Alguns desses compostos volateis, provenientes do metabolismo secundario da planta, exercem
fungdes ecologicas e fisiologicas importantes como, por exemplo, agdo atratora de polinizadores,
participacdo em estratégias de protegdo contra a herbivoria, formagdo de pigmentos
fotossintéticos e acao hormonal [36, 37, 39].

As condigdes 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 volatiliza¢do e seu grau de fragmentacdo pode afetar o
rendimento de extra¢do durante a infusdo, influenciando a composi¢do quimica final desses
produtos [45, 46].

Por 1ultimo, é importante destacar que a composi¢do da fragdo volatil das infusdes de ervas ¢
influenciada pela parte da planta utilizada (folhas, caules, raizes e flores), refletindo funcdes
ecologicas especificas e caracteristicas bioquimicas de cada 6rgdo vegetal. Portanto, ao preparar
infusdes, também ¢ importante considerar a parte da planta escolhida, pois isso determinara em
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parte o perfil de compostos volateis e, consequentemente, o aroma, sabor e as potenciais
propriedades terap€uticas dessas infusodes [25, 26].

4. CONCLUSAO

Esse estudo destaca-se por oferecer informagdes sobre o TTFla e a CA (PRT, Clsomrpm,
Clsoasts) € FRAP) de infusdes de P. niruri preparadas em condig¢des similares as condi¢des
normalmente utilizadas para a preparacdo 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 dessa erva através da principal forma utilizada
em seu consumo: a infusdo. Os flavonoides parecem ter expressiva influéncia sobre o potencial
antioxidante dessas infusdes de P. niruri, principalmente nas amostras de referéncia.

O estudo também apresenta o primeiro conjunto de dados sobre o perfil de compostos
organicos volateis das infusdes de P. miruri, 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 Aeadspace dessas bebidas. A presenga de varios compostos
em comum entre as fragdes volateis das infusdes originarias das amostras de referéncia e
comerciais sugere que as amostras comerciais sdo auténticas, ou seja, pertencem a espécie
Phyllanthus niruri.
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