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1. INTRODUCAO

Os principais alcal6ides encontrados nas folhas do jaborandi
(Pilocarpus jaborandi Holmes - ‘jaborandi-pernambuco’; Pilocarpus
microphyllus Stap - ‘jaborandi-maranh@o’) da familia Rutaceae sao a
pilocarpina, pilocarpidina, isopilocarpina, jaborina e jaboridina 2, 3, 5).

A pilocarpina, principal componente econdmico desta Rutaceae, €
o 3-etildihidro-[(1 metil-1H- imidazol-5-11) metil]-2 (3H) - furanona, com
férmula bruta C;; Hig N, Os.
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Como a maioria dos alcaléides, a anélise da pilocarpina e seus
afins s6 € feita com precisdo com a substdncia, suficientemente pura,
principalmente livre de albumindides, que apresentam rea¢des quimicas
semelhantes a vdrios reagentes de identificagdo, como os Reagentes de
Bouchardat, Meyer, Dragendorff, Marmé etc. (3, 4).

Para se atingir um estagio de pureza que permita uma reagao pelo
menos semiquantitativa dos alcaléides do jaborandi, ha de se proceder a
extracdo e purificacdo das folhas, a qual € geralmente extraida com
benzeno, cloroféormio ou diclorometano em pH alcalino, seguida de
filtragdo sobre papel e carvao, acidificada com acido sulfirico diluido e
reextraida com cloroférmio por separacdo de fases. ApOs a extragdo e
purificacdo por sucessivas passagens da fase aquosa (dcida) para a fase
organica (cloroférmio alcalino), o solvente é evaporado € os alcaldides
determinados gravimetricamente (/, 3, 4) ou por cromatografia gas-liquido
(4) ou cromatografia liquida de alta resolugdo (resultados nao-publicados).
Em ambos os casos, o processo € moroso, caro e requer aparelhagem ou
pessoal especializado.

Como, pela estrutura da substincia e por outros fatores, o uso de
pilocarpina sintética ¢ antieconémico e as reservas de jaborandi estdo
ficando cada vez mais escassas, surgiu a necessidade de as companhias
produtoras de pilocarpina iniciarem seus programas de plantio e replantio
de jaborandi.

Entretanto, para que se eliminem dos viveiros de mudas as plantas
pouco produtivas, necessario se faz uma metodologia rapida e facil,
permitindo ao melhorista selecionar as mudas mais produtivas para o
plantio definitivo.

No intuito de tentar desenvolver uma técnica mais rapida e mais
facil de ser realizada em laboratérios de campo, fez-se o presente trabalho.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras

As amostras foram adquiridas em comerciantes de folhas de
jaborandi, em Sdo Luis (MA). Foram selecionadas folhas de melhor

aspecto e mais ricas em glandulas.

2.2. Preparo das Amostras

As folhas foram cortadas em pedagos de, aproximadamente, 4 cm’ e

postas para secar em estufa com aeragdo forgada a 60-63°C durante 3
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horas. Em seguida, moidas em moinho tipo Wiley. modelo intermedidrio,
com peneira de 20 mesh.

2.3. Extragao

Para um cilindro graduado, de vidro borossilicato, de 250 ml, com
tampa de vidro esmerilado, foram transferidos 1.500 mg de folhas secas e
moidas e 100 ml de 4cido cloridrico 0,1 N adicionados. Agitou-se por
inversio do cilindro, em movimentos suaves, por 5 minutos, filtrou-se
sobre papel qualitativo seco uma aliquota de 50 ml.

2.4. Purificacado

Com auxilio de uma pipeta volumétrica TD, alcalinizou-se uma
aliquota de 10 ml do “extrato aquoso” com carbonato de sédio 10%
(peso/volume) até pH 9 (determinado com papel indicador). Em seguida,
extrairam-se os alcaléides com 2 por¢des de 12,5 ml de diclorometano, em
funil de separagdo, combinando-se os extratos em baldo volumétrico de
25 ml. Para a feitura da curva-padrdo, solu¢des-padrdo de pilocarpina
nitrato substituiram o “extrato aquoso’.

2.5. Colorimetria

Transferiram-se, com pipeta volumétrica TD, 15 ml da fase orgénica
para o funil de separacdo. Adicionou-se 1 ml de 4cido acético 20% (v/v),
agitou-se por rotagdo suave, adicionou-se 1 ml de dicromato de potassio
5% ml (p/v) agitou-se por 5 segundos e adicionaram-se 5 ml de agua
oxigenada a 1% (partindo do produto de titulo minimo de 30%) ¢ agitou-
se por 60 segundos, ventilando a pressdo. Transferiram-se 10 ml da fase
orginica colorida para a leitura colonnmétrica a 560 nm
(Espectrofotdmetro Coleman Jr. II-A), usando-se diclorometano como
branco. A determinac¢io quantitativa foi realizada com auxilio de uma
curva-padrdo feita com nitrato de pilocarpina p.a. (C;1HiN3Os) em
concentra¢des de O; 0,05; 0,10; 0,15; e 0,20 mg/ml em HCl O,1IN,
submetendo-se o branco a todo o procedimento analitico (Figura 1).

Para a comparagdo de métodos utilizou-se a metodologia classica, a
qual consiste em: (1) extrair os alcaldides das folhas secas, moidas e
alcalinizadas (NayCOs) com trés porcdes sucessivas de benzeno; (2)
purificar através de extragio dos alcaléides com trés por¢des sucessivas de
dcido sulfirico 0,1N; (3) alcalinizar (NH4OH) e reextrair com tré€s porgoes
sucessivas de diclorometano; (4) deixar evaporar o solvente; (5) esfriar e
dessecar sobre H,SOyq; e (6) pesar o residuo.
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FIGURA 1 - Curva-padrdo de pilocarpina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Exemplo de determinagdo de alcaléides totais em folhas secas de
jaborandi (Pilocarpus sp.)
Peso da amostra moida e seca: 1.500 mg
Absorbancia medida: 0,360
Diluigdo: 100 m1/10 ml aliquota (10 ml do extrato = 150 mg de folha)
Equacgdo da reta: x = (0,3458 x abs) - 0,0053

x =0,119188 mg/ml
em que 0,119188 mg/ml x 10 ml = 1,192 mg de nitrato de pilocarpina
Peso molecular (PM) da pilocarpina = 208
PM do nitrato de pilocarpina = 260... F = 208/260 = 0,8
ou 0,8 x 1,192 = 0,954 mg de pilocarpina em 150 mg de folha,
portanto, 0,64%

Férmula resumida: % = [(0,346 x abs) + (-0,005)] x 5,33

Observando-se os dados contidos no Quadro 1, pode-se ver que nao
houve muita diferenca entre as leituras das diversas séries (repeti¢des). Os
desvios-padrao mais altos para as solugbes mais concentradas sao
esperados, uma vez que € aumentada a probabilidade de erro das medidas
feitas volumetricamente com o0 mesmo aparelho (pipeta volumétrica TD de
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QUADRO 1 - Leitura das absorbancias das solu¢des-padrao de nitrato

Concentracgio

(mg/ml)

0,00
0,05
0,10
0,15
0,20

de pilocarpina em HC1 0,IN

Absorbancias

Série 1

0,000
0,170
0,320
0,455
0,582

Série 2

0,000
0,173

0,317

0,448
0,580

Série 3

0,000
0,175
0,314
0,450
0,578

Série 4

0,000
0,174
0,317
0,447
0,588

Média

0,000
0,i73
0,317
0,450
0,582

Desv.-pdr.
(n-1)
0,00216
0,00245
0,00356
0,00432

10 ml). Entretanto, o uso de pipeta TC seguida de lavagem dificultaria, em
muito, a execuc¢ao da técnica. - |

Feito o dispersograma seguido de andlise de regressdo linear,
demonstrou-se a linearidade da curva representada na Figura 1 na qual se
nota quase que uma superposi¢ao das série de repeticdes, com coeficiente
de correlagio R = 0,9983, o coeficiente de determinag¢io R’ =(,9966 ¢ a
equacdo da regressdo linear de X sobre Y expressa da seguinte maneira:
X =(0.345820) * Y + (-0,005268), o que permite facilmente um calculo
algébrico da percentagem diretamente da leitura da absorbancia. Esta
leitura é sobremaneira facilitada no espectrofotdémetro “Coleman Jr II-A”
0 qual tem sua escala de absorbincia calibrada no médulo linear-log,
evitando assim a transformagdo matemdtica das leituras de transmitincia
em absorbéncia nas solugGes mais concentradas.

A comparagdo dos resultados obtidos pela metodologia classica
(gravimétrica) e pela técnica proposta esta expressa no Quadro 2. Analise
estatistica feita pelo teste “t”, a 1% de probabilidade, mostrou que nio
houve diferenca estatistica significativa entre as duas médias, o que, tendo
em vista a facilidade de execugiio e o menor tempo gasto, torna a nova
técnica muito promissora.

4. CONCLUSOES

A nova metodologia proposta é mais rapida, mais simples e mais
barata que a metodologia classica (gravimétrica); evita o uso do benzeno,
que € reconhecidamente cancerigeno (leucemia benzénica); e usa apenas
1,5 g de amostra, contra 10 g do método gravimétrico, evitando-se assim a
deplegdo foliar de plantas muito jovens (mudas destinadas ao plantio).
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QUADRO 2 - Comparacao entre o método proposto (colornnmétrico) e

a metodologia classica ggravimétrica!

Pilocarpina (%)*
Amostra Absorbancia —
colorimétnico gravimétrico

] 0,360 0,637 0,605

2 0,354 0,626 0,630

3 0,362 0,641 0,625

4 0,348 0,615 0,640
média** 0,356 0,630 0,625
desv.-pdr(n-1 0,0063 0,0117 0,0147

* Alcaldides totais expressos em % de piﬂllocarpina.
** A comparacido das médias das percentagens obtidas pelo método

colonmétrico e pelo gravimétrico nao diferiram, estatisticamente, pelo
teste “t”, a 0,01.

5. RESUMO

Uma técnica simples, rapida e acurada foi desenvolvida para
determinagdo dos alcaléides do jaborandi (Pilocarpus sp.). Além da
simplicidade, a nova metodologia dispensa o uso do benzeno e reduz o
tamanho da amostra de 10 para 1,5 g de folhas, permitindo o seu uso em
programas de melhoramento de plantas para uso industrial.

6. SUMMARY

(A RAPID COLORIMETRIC TECHNIQUE FOR THE
DETERMINATION OF JABORANDI (Pilocarpus spp.) ALKALOIDS)

. A new tecnique was developed for rapid determination of jaborandi
(Pilocarpus spp.) alkaloids. It is simple, accurate and avoids the use of
benzene as extractant reducing sample size form 10 to 1.5g, consequently,
allowing the technique to be used in plant breeding programs.
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