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APRESENTAÇÃO

Farmácia e Biomedicina integram o time das ciências da saúde que constituem 
nas áreas que estudam sobre a vida, a saúde e a doença. No qual focam na manutenção 
e na melhoria da saúde para o indivíduo, grupos específicos e comunidades.  

A obra “Biomedicina e Farmácia: Aproximações” consiste de uma série de livro 
(E-book) de publicação da Atena Editora, em seus 28 capítulos de artigos científicos 
do volume I, a qual abordam temáticas atualizadas de diferentes âmbitos que vão 
desde relatos de casos até a análise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre 
outros.

Sendo assim, almejamos que este livro possa contribuir com informações 
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da área de farmácia e 
biomedicina, oportunizando a ampliação dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Letícia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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RESUMO: Alternanthera brasiliana pertence 
à família Amaranthaceae e é popularmente 
conhecida no Brasil como “Penicilina”. Os 
objetivos deste trabalho foram a caracterização 
farmacognóstica físico-química da droga 
vegetal a base da espécie A. brasiliana e o 
desenvolvimento de uma metodologia analítica 
por CLAE-DAD para fingerprint dos compostos 
fenólicos do extrato etanólico bruto. Os testes 
para caracterização foram realizados conforme 
preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5ª 
Edição. O método analítico foi desenvolvido 
utilizando a ferramenta de planejamento fatorial 
33. Para a caracterização, os parâmetros 
estavam dentro do preconizado. Em relação 
ao método analítico, a fase móvel utilizada em 
gradiente era composta por água ultrapurificada 
acidificada com ácido trifluoroacético 0,01% 
e acetonitrila (TFA:ACN) de 90:10 de 0 a 30 
min; TFA:ACN 60:40 isocrático de 30 a 40 min; 
TFA:ACN 90:10 de 40 a 50 min. Tempo de 
corrida total de 60 min. Volume de injeção de 20 
µL e fluxo de 0,8 mL/min. A partir dos resultados, 
obtiveram-se parâmetros físico-químico para 
padronização da droga vegetal, assim como um 
método analítico para realização de fingerprint 
do extrato etanólico.
PALAVRAS-CHAVE: caracterização 



Biomedicina e Farmácia: Aproximações 2 Capítulo 20 224

farmacognóstica, desenho experimental, desenvolvimento de metodologia analítica, 
CLAE-DAD.

PHARMACOGNOSTIC CHARACTERIZATION AND DEVELOPMENT OF 

ANALYTICAL METHOD BY HPLC-DAD FOR PHENOLIC COMPOUNDS 

FINGERPRINT IN ALTERNANTHERA BRASILIANA

ABSTRACT: Alternanthera brasiliana belongs to Amaranthaceae family and is popularly 
known in Brazil as “Penicillin”. The objectives of this work were the physico-chemical 
pharmacognostic characterization of the plant drug based on the A. brasiliana species 
and the development of an analytical methodology by HPLC-DAD for fingerprint of the 
phenolic compounds of the crude ethanolic extract. The tests for characterization were 
performed as recommended by the Brazilian Pharmacopoeia 5th Edition. The analytical 
method was developed using the factorial planning tool 33. For the characterization, 
the parameters were within the recommended one. Regarding the analytical method, 
the graded mobile phase was composed of ultra-purified water acidified with 0.01% 
trifluoroacetic acid and acetonitrile (TFA:ACN) of 90:10 from 0 to 30 min; TFA:ACN 
60:40 isocratic from 30 to 40 min; TFA:ACN 90:10 from 40 to 50 min. Total run time of 
60 min. injection volume of 20 μL and flow of 0.8 ml/min. From the results, physical-
chemical parameters were obtained for the standardization of the vegetal drug, as well 
as an analytical method for the fingerprint of the ethanolic extract.
KEYWORDS: pharmacognostic characterization, experimental design, development 
of analytical methodology, HPLC-DAD.

1 |  INTRODUÇÃO

Alternanthera brasiliana (L.) KUNTZE pertence à família Amaranthaceae sendo 
popularmente conhecida no Brasil como “Penicilina”, “Benzetacil” ou “Terramicina”. 
É um arbusto que chega até 1,5 m de altura, e é usada na medicina popular como 
anti-inflamatória, cicatrizante e antidiarreica (BARUA et al., 2013). É também utilizada 
como planta ornamental devido a coloração arroxeada característica das suas folhas 
quando é cultivada a sombra (ALENCAR FILHO et al., 2019).

 Estudos publicados na literatura especializada demonstram importantes 
atividades biológicas para a espécie em questão. A atividade cicatrizante de feridas 
do extrato metanólico das folhas de A. brasiliana foi reportada em diversos modelos 
experimentais. Os autores comprovaram a alteração do perfil enzimático antioxidante 
durante a cicatrização de feridas cutâneas em ratos imunocomprometidos, usando 
extrato metanólico de A. brasiliana. A contração da ferida atingiu 77,10% no oitavo dia 
de experimento, sendo maior que o grupo controle (39,25%) e que o fármaco padrão 
utilizado (60,00%) (BARUA et al., 2012; BARUA et al., 2013).

 A atividade antibacteriana foi reportada para as frações clorofórmica, acetato de 
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etila e metanólica obtidas de suas partes aéreas, com halos significativos de inibição 
(12,5 mm) para a cepa Staphylococcus aureus (ATCC 25923), na concentração de 
125 μg de extrato impregnado em disco de difusão. No mesmo estudo, os autores 
encontraram valores de concentração inibitória mínima (CIM) para as frações 
clorofórmica e acetato de etila (1,56 mg/mL), e para a fração metanólica (0,78 mg/
mL) sobre a mesma cepa já citada. A fração acetato de etila mostrou-se sendo a única 
dentre as testadas com atividade contra Candida albicans (ATCC 1023), com CIM de 
1,56 mg/mL. Para a cepa Enterococcus faecalis (ATCC 29219), as fases clorofórmicas 
e acetato de etila apresentaram CIM de 1,56 mg/mL (SILVA et al., 2011).

Silva e colaboradores (2014) determinaram a atividade antioxidante pelo método 
do sequestro do radical DPPH da fase acetato de etila obtida por partição líquido-
líquido do extrato etanólico das partes aéreas de A. brasiliana, com CE50 de 28,9 ± 
1,08 µg/mL. A atividade fotoprotetora também foi reportada para a fase acetato de 
etila, apresentando absorção nas regiões UVA, UVB e UVC. O fator de proteção solar 
UVB calculado experimentalmente in vitro foi de 11,320 ± 3,467, na concentração de 
100 mg/mL (SILVA et al., 2014).

 Em relação a fitoquímica, vários constituintes já foram isolados a partir de extratos 
de A. brasiliana. Algumas classes de metabólitos secundários já foram identificadas, tais 
como flavonoides, sendo sua maioria flavonas glicosiladas (BROCHADO et al., 2003), 
betalainas e betacianinas, as quais são pigmentos que dão a coloração característica 
das folhas de várias espécies do gênero Alternanthera, vários hidrocarbonetos e 
derivados de hidrocarbonetos, bem como oxilipinas (SILVA et al., 2005; DELADINO et 
al., 2017; TRAPP et al., 2015).

As plantas representam uma extraordinária fonte de novos compostos com 
atividade terapêutica, o que torna justificável o crescente interesse no estudo de 
plantas medicinais. Extratos obtidos a partir de espécies vegetais são misturas 
complexas de variadas classes de metabólitos secundários, como alcaloides, 
flavonoides, cumarinas, terpenos, ácidos graxos, entre outras. Uma das etapas mais 
importantes no desenvolvimento de produtos baseados em matérias-primas vegetais 
é a caracterização química destes extratos. Uma vez obtidos os dados químicos sobre 
o extrato, são selecionadas as substâncias ou classe de substâncias que podem ser 
utilizadas como marcadores químicos ativos ou analíticos. A escolha destes marcadores 
químicos é fundamental no desenvolvimento de um medicamento fitoterápico, por 
exemplo (LYCHNOFLORA, 2017).

Para registro de medicamentos fitoterápicos no Brasil, a ANVISA exige a realização 
de outros testes (físico-químicos e microbiológicos) que visam garantir a pureza e 
a integridade da droga vegetal, acrescidos da avaliação de solventes e excipientes 
utilizados na extração do derivado vegetal, relação aproximada da droga:derivado 
vegetal, além da pureza e integridade do extrato (BRASIL, 2010). Estes testes são 
importantes para padronização da droga vegetal, o que favorece a produção de 
fitomedicamentos com qualidade.
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Dito isso, associado ao fato de ser de extrema importância a padronização de 
matérias-primas vegetais para assegurar o controle de qualidade, decidiu-se realizar 
caracterização farmacognóstica físico-química da droga vegetal obtida a partir da 
espécie A. brasiliana, bem como o desenvolvimento de uma metodologia analítica 
por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a um Detector de Arranjo de 
Diodo (CLAE-DAD) para realização de fingerprint dos compostos fenólicos do extrato 
etanólico bruto das suas partes aéreas.

2 |  METODOLOGIA

2.1 Caracterização farmacognóstica físico-química da droga vegetal

Foram realizados os ensaios de determinação da granulometria dos pós, perda 
por dessecação (método gravimétrico), cinzas totais, cinzas insolúveis em ácido, 
cinzas sulfatadas, índice de espuma e substâncias extraíveis por álcool (método c: 
extração a frio). Os testes foram realizados conforme preconizado pela Farmacopeia 
Brasileira 5ª Edição (BRASIL, 2010), em triplicata. Os resultados foram expressos em 
média ± desvio padrão.

2.2 Desenvolvimento do método analítico por CLAE-DAD para fingerprint de 

compostos fenólicos

O método analítico utilizado com base para desenvolvimento do novo método foi 
selecionado devido a sua capacidade de separar e identificar flavonoides glicosilados, 
que são os marcadores químico de A. brasiliana, no entanto em outra espécie vegetal, 
a Morus nigra L. (SAMPAIO, 2017). A tabela 1 descreve o gradiente utilizado como 
ponto de partida para o desenvolvimento do novo método, mostrando os níveis 
intermediários.

Tempo (min) Solução A (%) Solução B (%)
Gradiente linear 0 – 30 90 – 50 10 – 50
Isocrático 30 – 40 50 50
Gradiente linear 40 – 50 50 – 90 50 – 10
Isocrático 50 – 60 90 10

Tabela 1 – Sistema de fase móvel utilizado nas análises por CLAE-DAD.

O desenvolvimento do método analítico foi realizado por meio da utilização de um 
planejamento fatorial (PF) 33, utilizando como variáveis independentes as condições 
de gradiente inicial, gradiente intermediário, e fluxo da fase móvel, em três níveis, 
resultando em 27 corridas cromatográficas. Estes níveis são identificados como nível 
baixo (-1), médio (0) e alto (+1). A tabela 2 mostra os níveis do desenho experimental 
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para desenvolvimento do método analítico. A tabela 3 mostra a matriz de planejamento 
fatorial 33.

 

Variáveis independentes
Níveis

-1 0 +1
Ácido trifluoroacético (TFA) 

0,01% Inicial 85% 90% 95%

Ácido trifluoroacético (TFA) 
0,01% Intermediário 40% 50% 60%

Fluxo da fase móvel 0,6 mL/min 0,8 mL/min 1,0 mL/min

Tabela 2 – Níveis do desenho experimental para o estudo.

TFA 0,01% 
Inicial

TFA 0,01% 
intermediário Fluxo

PF 1 +1 +1 -1
PF 2 +1 0 -1
PF 3 +1 -1 -1
PF 4 +1 +1 0
PF 5 +1 0 0
PF 6 +1 -1 0
PF 7 +1 +1 +1
PF 8 +1 0 +1
PF 9 +1 -1 +1

PF 10 0 +1 -1
PF 11 0 0 -1
PF 12 0 -1 -1
PF 13 0 +1 0
PF 14 0 0 0
PF 15 0 -1 0
PF 16 0 +1 +1
PF 17 0 0 +1
PF 18 0 -1 +1
PF 19 -1 +1 -1
PF 20 -1 0 -1
PF 21 -1 -1 -1
PF 22 -1 +1 0
PF 23 -1 0 0
PF 24 -1 -1 0
PF 25 -1 +1 +1
PF 26 -1 0 +1
PF 27 -1 -1 +1

Tabela 3 – Matriz de planejamento fatorial 33.

As condições de análise foram as que seguem: como fase estacionária foi 
utilizada uma coluna octadecilsilano (C18) com dimensões de 250 x 4,6 mm e tamanho 
de partícula de 5 μm (Thermo Scientific® Hypersil); como fase móvel foi usada uma 
mistura de solventes, onde a solução A era composta por água + 0,01% (v/v) de ácido 
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trifluoracético (TFA) e a solução B era acetonitrila (ACN), e volume de injeção de 20 
μL. A temperatura da coluna foi mantida constante em 30º C durante todas as análises 
e o tempo total de corrida foi de 60 min.

As análises foram realizadas utilizando um cromatógrafo líquido Shimadzu® (LC-
20 AT) equipado com um amostrador automático (SIL-20 A) e um detector de arranjo 
de diodos – DAD (SPD-M20A) controlado por software LC-Solution® 1.0. As soluções 
do extrato foram preparadas na concentração de 1 mg/mL. Todas as soluções foram 
degaseificadas e filtradas através de membrana filtrante de 0,22 μm (Chromafil Xtra), 
antes de serem analisadas no cromatógrafo. A detecção foi realizada em DAD no 
comprimento de onda de 340 nm. Para o cálculo do fator hierárquico de resposta 
cromatográfica (HCRF), adaptado de Alves (2016), foi levado em consideração o 
número de picos no cromatograma e a resolução do pico majoritário, analisados em 
triplicata, a partir da Equação 1:

HCRF = (10*a) + (100*b)    (Equação 1)

Onde: a = número de picos no cromatograma; b = resolução do pico majoritário.

2.3 Análise dos dados

As amostras foram analisadas em triplicata e as análises estatísticas foram 
realizadas de acordo com o padrão dos dados obtidos, utilizando-se teste “t” de 
Student não pareado para análise das diferenças dos valores dos dados das amostras, 
considerando-se diferença significativa quando o valor calculado de “p” foi menor que 
0,05. Todos os dados obtidos foram expressos em média ± desvio padrão da média. Os 
gráficos foram construídos utilizando o programa Origin 8.0, e as análises estatísticas 
foram realizados no programa Statistica 7.0.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Caracterização farmacognóstica físico-química da droga vegetal

No experimento da determinação do tamanho de partícula, após o processo de 
pesagem foi calculada a quantidade média de pó de A. brasiliana retida em cada 
tamis. O maior percentual de massa retida foi entre o tamis de malha 425 µm e o de 
malha 250 µm, constatando que o tamanho médio das partículas se encontrava nesse 
intervalo (Figura 1). Foi calculada a percentagem da fração de passagem e da fração 
retida do pó em cada um dos tamises e a partir dos resultados obtidos foi possível 
observar, por meio do gráfico construído, que o tamanho médio das partículas do pó 
de A. brasiliana é de 373,51 µm (Figura 2). Dessa forma, o pó foi classificado como 
moderadamente grosso segundo a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010).
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Figura 1 – Distribuição granulométrica do pó das folhas de A. brasiliana

Figura 2 – Gráfico do tamanho médio de partículas do pó obtido de A. brasiliana.

O teor de umidade de uma droga vegetal é um importante dado, pois sugere 
muito acerca de sua qualidade. O pó da droga vegetal apresentou um teor de 3,41 ± 
0,16% de água, sendo esse valor inferior ao máximo encontrado para outras drogas 
descritas na Farmacopeia Brasileira (2010). Esse teste é fundamental para manter a 
conservação da amostra, visto que o alto teor de umidade é o principal fator para a 
reação de hidrólise e a proliferação de micro-organismos, podendo também degradar 
seus constituintes químicos, prejudicando a qualidade da droga. A baixa umidade indica 
que o processo de secagem em estufa com ar circulante foi eficiente. Na Farmacopeia, 
não existe um valor máximo preconizado para o teor de umidade desta espécie, mas 
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de acordo com a mesma, o teor ideal para perda por dessecação de uma amostra 
vegetal varia de 8 a 14% (BRASIL, 2010).

Cinzas totais é um parâmetro que visa verificar o teor de impurezas inorgânicas 
não voláteis que podem estar presentes como contaminantes. Consiste na incineração 
total da matéria orgânica da amostra, deixando apenas os resíduos minerais. É um 
pré-requisito importante para o controle de qualidade da droga vegetal, pois indica a 
existência de adulteração na amostra. Os valores obtidos a partir da determinação de 
cinzas totais foram de 9,93 ± 0,44%. Não existe um valor de referência para a espécie. 
A determinação de cinzas insolúveis em ácido refere-se à quantificação de sílica e 
constituintes silicosos na droga vegetal. Os resultados obtidos para este parâmetro foi 
de 10,02 ± 0,22%. Altos teores de cinzas insolúveis podem indicar contaminação de areia 
e/ou terra, indicando um mau tratamento na colheita, higienização e processamento 
do material (COUTO et al., 2009). Em relação aos resultados de cinzas sulfatadas o 
valor obtido experimentalmente para esse teste foi de 12,77 ± 0,01%. Nos vegetais, 
as inclusões minerais cristalinas contribuem para o aumento das cinzas, influenciando 
principalmente os valores de cinzas sulfatadas (MOHAMAD et al., 2013).

O resultado obtido para o parâmetro substâncias extraíveis por álcool foi de 
4,75 ± 0,07%, apresentando um baixo teor de substâncias extraíveis por etanol. A 
granulometria do pó tem influência direta no resultado de substâncias extraíveis por 
álcool, uma vez, que quanto menor as partículas da droga vegetal, maior a superfície 
de contato do pó com o solvente, logo mais eficiente se torna o processo de extração 
(BRASIL, 2010).

A determinação do índice de espuma tem o objetivo de estimar a presença de 
saponinas na droga vegetal, os quais formam espuma persistente quando agitados 
com água. O índice de espuma foi avaliado, visando verificar a maior diluição em 
água que possibilita a formação de espumas com 1 cm de altura. Esperado os 15 
minutos de teste, observou-se que não houve presença de espuma em nenhum dos 
tubos analisados, sendo, portanto, o índice de espuma menor que 100 e o resultado 
negativo para a presença de saponinas na amostra vegetal.

3.2 Desenvolvimento do método analítico por CLAE-DAD fingerprint de 

compostos fenólicos

A partir da análise dos valores de HCRF, pôde-se obter o Gráfico de Pareto (Figura 
3) e o gráfico de superfície-resposta (Figura 4). O Gráfico de Pareto mostra que as 
condições que influenciaram de forma significativa e positiva no desenvolvimento do 
método foram: o fluxo (Q) e o gradiente de ácido trifluoroacético (TFA) intermediário 
(L).

O gráfico de superfície-resposta mostra nas áreas mais escuras os pontos em 
que as condições obtiveram melhores valores de HCRF. Os níveis das variáveis 
independentes selecionadas foram: nível médio para o TFA 0,01% inicial e para o 
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fluxo da fase móvel, e nível alto para TFA 0,01% intermediário. Como resultado do 
cálculo do HCRF para o método selecionado, obteve-se o valor de 426,2. O método 
que obteve o menor valor de HCRF foi a condição número 21, com HCRF de 298,1.

Figura 3 – Gráfico de Pareto do método analítico.

Figura 4 – Curvas de nível da superfície resposta do método analítico.

A partir da análise das variáveis do planejamento fatorial e do cálculo do HCRF, 
pôde-se verificar que as melhores condições cromatográficas foram as seguintes: a 
fase móvel utilizada em gradiente era composta por água ultrapurificada acidificada 
com ácido trifluoroacético 0,01% e acetonitrila (TFA:ACN) de 90:10 à 60:40 de 0 a 30 
min; TFA:ACN 60:40 isocrático de 30 a 40 min, TFA:ACN de 60:40 à 90:10 de 40 a 50 
min, permanecendo isocrático 90:10 por mais 10 min. O tempo total de corrida foi de 
60 min, como pode ser observado na Tabela 4. O volume de injeção foi de 20 µL e o 
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fluxo de 0,8 mL/min.

Condição da fase 
móvel

Tempo (min) TFA 0,01% (%) Acetonitrila (%)

Gradiente linear 0 – 30 90 – 60 10 – 40
Isocrático 30 – 40 60 40

Gradiente linear 40 – 50 60 – 90 40 – 10
Isocrático 50 – 60 90 10

Tabela 4 – Sistema gradiente de fase móvel selecionado para a análise por CLAE.

O perfil cromatográfico de A. brasiliana pode ser observado na figura 5. No 
cromatograma foram observados 32 picos. A resolução do pico majoritário foi de 1,196 
e sua pureza esteve acima de 0,99, o que demonstra que não houve co-eluição com 
nenhum outro composto do extrato. O comprimento de onda escolhido para análises 
dos cromatogramas foi de 340 nm, pois é um comprimento de onda específico para 
visualizar absorção de flavonoides, que são os marcadores químicos da espécie em 
estudo. 

Figura 5 – Perfil cromatográfico de Alternanthera brasiliana.

4 |  CONCLUSÕES

Para assegurar a qualidade das preparações a base de plantas medicinais é 
necessário que a sua matéria-prima tenha composição química determinada e estável, 
para tanto algumas análises devem ser realizadas no controle de qualidade da droga 
vegetal. Portanto, o controle de qualidade é uma fase importante, onde pode ser 
avaliada a composição química das plantas medicinais, a melhor forma de extração e 
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os parâmetros físico-químicos.
Até então não existia nenhum parâmetro físico-químico para controle de qualidade 

da droga vegetal obtida a partir de A. brasiliana, de forma que os resultados obtidos 
fornecem informações importantes para a qualidade da droga. No que tange o método 
cromatográfico, seu desenvolvimento foi pertinente pois poderá ser utilizado para 
determinação quali-quantitativa dos seus marcadores químicos.

A padronização química e a realização do controle de qualidade da matéria-
prima diminuem significativamente problemas relacionados a presença de materiais 
estranhos, troca de espécies e contaminação por microrganismos. Dessa forma, pode-
se garantir que as substâncias responsáveis pelo efeito terapêutico estejam presentes 
em quantidade adequada para garantir a eficácia e a segurança do fitoterápico.

A pesquisa com plantas medicinais cresce a cada ano e nesse cenário considera-
se de fundamental importância os estudos de padronização de matéria-prima vegetal. 
Desse modo, levando em consideração o panorama atual das exigências legais, faz-
se necessário que haja um controle de qualidade sobre a droga vegetal em estudo.
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