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RESUMO: Este trabalho descreve o desenvolvimento de metodologia para o controle de qualidade
dos extratos etandlicos e infusdo de Turmera diffusa Willd. ex Schult.,, Turneraceae, usando
como marcadores os compostos fenolicos. Essa espécie ¢ usada popularmente como afrodisiaca
e antiulcerogénica. Foram usadas técnicas cromatograficas: CLAE acoplada com detector de
ultravioleta e cromatografia em camada delgada. Foram detectados flavonoides como os principais
componentes da planta.

Unitermos: Turnera diffusa, Turneraceae, controle de qualidade, flavonoides.

ABSTRACT: “Quality control of polar extracts from Turnera diffusa Willd. ex Schult.,
Turneraceae.” This work describes the development of a methodology for the quality control of
ethanol and infusion extracts from Turnera diffusa Wild ex Schult., Turneraceae, using phenolic
compounds as chemical markers. This species is used both as aphrodisiac and antiulcerogenic.
We used chromatographic techniques: HPLC couplet do ultraviolet detector as well as thin layer

chromatography. Flavonoids were detected as major compounds in this species.
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INTRODUCAO

A Turnera diffusa Willd. ex Schult., Turneraceae,
¢ um arbusto aromatico perene, caracterizado por
apresentar uma altura maxima de 2 m, folhas simples
pecioladas e lanceoladas, com aproximadamente 2,5 cm de
comprimento, coloragdo verde amarelada, apresentando na
parte inferior venagdo saliente. Suas flores sdo pequenas,
axilares, amarelas, que aparecem no final do verdo e sdo
seguidas por um fruto capitular, globoso e pequeno que
contém numerosas sementes (Alonso, 1998). Turnera
difusa ¢ uma planta predominantemente de regides aridas e
semi-aridas, que se estende desde a California e México até
América do Sul. Também ¢é encontrada na India (Alcaraz-
Meléndes et al., 1994).

Na familia Turneraceae sdo encontradas espécies
com importancia medicinal. No México e em Cuba,
os indios usam o extrato aquoso de Turnera difusa
como expectorante, diurético, afrodisiaco e em outros
tratamentos (Perez et al., 1984). O decoto de folhas de T.
difusa também ¢ usado para curar distirbios digestivos
(Krag, 1976; Ishikura, 1982). Na Bolivia, o extrato aquoso
das folhas ¢ usado no tratamento da blenorragia. O cha
de T ulmifolia, preparado usando-se a planta inteira,
¢ indicado para mulheres em periodo pds-parto e para
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aquelas que apresentam amenorréia (Ayensu, 1978). Em
Cuba, o extrato aquoso a quente das flores ¢ utilizado para
alivio das colicas menstruais. Na Jamaica, o extrato aquoso
das folhas ¢ utilizado como antipirético e na Colombia o
decoto das folhas ¢ usado como abortivo.

Atualmente, as farmacias de manipulacdo, por ndo
disporem de equipamentos para moagem e na maioria dos
casos nao terem espago fisico em seus estabelecimentos,
adquirem as drogas vegetais ja pulverizadas no comércio,
ficando dificil a identificagdo botanica e na maioria das
vezes adquirem as plantas de fornecedores nao idoneos,
atraidos por custos bem menores dos praticados no
mercado. A identificagdo, neste caso, ¢ dificil, pois seria
necessario um controle quimico, o que implicaria em
estabelecer uma quarentena para o uso da droga, uma vez
que os estabelecimentos trabalham com estoques minimos.
Portanto, ndo tem nogao do que esta sendo adquirido, onde
pode-se observar na substituicdo da Turnera diffusa, pouco
encontrada no Brasil, com a Turnera ulmifolia, bastante
difundida em todo territdrio brasileiro . Em virtude dessas
dificuldades de identificacdo, em grande parte por falta de
monografias de controle da qualidade, acabam levando as
pessoas consumirem fitoterapicos erradamente, o que pode
ocasionar supressao de efeitos ou mesmo apresentando
efeitos indesejaveis e até toxicos.
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A legislagdo atual que regulamenta o registro e
comercializa¢do de fitoterapicos no Brasil, foi publicada
em margo de 2004 pela Anvisa, a qual revogou as portarias
nimeros 123 ¢ 6 do SNVS/MS e RDC 17 Anvisa,
apresenta como exigéncias o controle botanico, controle
microbioldgico ¢ o controle quimico de qualidade, além
da exigéncia de ensaios pré-clinicos e clinicos da droga.
Para estes ultimos a ANVISA estabeleceu um prazo para
os fabricantes comprovarem eficacia clinica (Anvisa,
2004). Porém, em 2009, através de consulta publica a
camara técnica de fitoterapicos da Anvisa definiu novas
regras para registros de produtos fitoterapicos baseados no
uso popular da planta medicinal, a qual devera apresentar
através de relatos e depoimentos seu uso nos Ultimos
20 anos, caracterizando os efeitos terapéuticos e nao
toxicidade observada.

Apesar das exigéncias implicitas na legislacdo
vigente, pode-se observar que algumas empresas
brasileiras ndo tém se preocupado em garantir a qualidade
dos produtos fitoterapicos. Vale ressaltar que desde de
dezembro de 1993 a Organizagdo Mundial de Saude,
através de um relatorio, expde a importancia do controle
de qualidade de fitoterapicos, visando uma preocupagao
com a saude da populagdo mundial.

MATERIAIS E METODOS
Material botanico

As plantas utilizadas foram fornecidas pelo
Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias
da Unicamp, provenientes de Quintana Roo, México,
onde foram identificadas macro e microscopicamente,
depositada no herbario do Centro de Investigagdo
Cientifica de Yucatan sob numero 3773. Os extratos foram
preparados por maceragdo a partir das folhas secas e
moidas de 7. diffusa em etanol (EtOH 96%) por sete dias,
apos filtrou-se e concentrou-se em evaporador rotativo a
50 °C até completa evaporagdo do EtOH 96% (Poser &
Mentz, 2004).

Analises cromatograficas

Os experimentos foram feitos em cromatografo
Waters modelo Millipore, equipado com sistema binario
de bombas modelo 501 Waters, detector UV (Waters
modelo 486), coluna Phenomenex C-18 em fase reversa
(250 x 4,60 mm, 5 p). As condigdes cromatograficas foram
estabelecidas apos experimentos realizados com diversos
sistemas de solventes, sendo que, na quantificacdo da
apigenina-7-0-B-D-p-coumaroil (1—6) glucopiranosideo
(1) foi por modo gradiente com acetonitrila/agua e acido
formico 0,5 %. A mistura foi estabelecida, iniciando-se
com uma concentragdo de 30% de acetonitrila ¢ 70 % de
agua/acido formico, aumentando-se progressivamente a
concentragdo de acetonitrila até 40 % em um periodo de

40 min, passando a 100% em 5 min, permanecendo nessa
concentragdo por mais 20 min. O sistema de solventes
utilizados na quantificacdo da p-arbutina (2), foi por
modo gradiente com metanol/dgua, inicialmente com
uma concentragdo de metanol 10%, passando a 50% em
30 min, na seqiiéncia elevou-se a concentracdo de MeOH
para 100%, permanecendo assim por aproximadamente 20
min (Collins, 1977).

Nas analises por cromatografia comparativa em
camada delgada (CCCD), na identificagdo de p-arbutina
presente somente nos extratos etanolico e infusdo de 7.
diffusa, utilizou-se placas, as quais foram preparadas
aplicando-se uma suspensdo de silica gel 60 (Merck) em
agua destilada, na proporgao 1:2 (p/v), sobre placas de vidro
5 x 10 ou 20 x 10 cm, obtendo-se 0,25 mm de espessura
de adsorvente. Apos a preparagdo das placas, as mesmas
foram deixadas em repouso por aproximadamente 8 h a
temperatura ambiente e apds a secagem, foram colocadas
em estufa a 120 °C por um periodo de 30 min para ativagdo
(Collins, 1977).

Determinacio de cinzas

No desenvolvimento da analise de cinzas totais
foram tomados 3,0 g de folhas secas e moidas de T
diffusa e T. ulmifolia, em cadinho previamente calcinado,
resfriado e pesado. As amostras foram inicineradas
até a eliminacdo de todo o carvao. Apds resfriamento
em dessecador, aquilatou-se a massa do conjunto. Na
determinagdo de cinzas insoluveis em acido o residuo
obtido na determinag@o de cinzas totais foi fervido por 5
min com 25 mL de HCI, em cadinho coberto com vidro
de relégio. Lavou-se o vidro de relogio com 5 mL de
agua quente, juntando a dgua ao cadinho. Recolheu-se o
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residuo insolivel sobre papel de filtro isento de cinzas,
lavou-se com agua quente até neutraliza¢do do filtrado,
transferiu-se o papel contendo o residuo para um cadinho
seco e incinerou-se, sendo a massa determinada ao final do
processo (F. Bras IV, 1988).

Doseamento de flavonoéides totais

Na determina¢do de flavonoides totais, colocou-
se em um baldo de fundo redondo de 100 mL, 0,4 g da
droga moida com granulometria 1-0,8 mm, exatamente
pesados, acrescidos de 1 mL de uma solucdo de urotropina
(hexametilenotetramina) a 0,5%, 20 mL de acetona R ¢ 2
mL de acido cloridrico R e aqueceu-se em manta, mantendo
sob refluxo, por 30 min. Filtrou-se através de uma pequena
quantidade de algoddo para um baldo volumétrico de 100
mL. Lavou-se o residuo da droga e o algoddo, em baldo de
fundo redondo, com duas porgdes de 20 mL de acetona,
sob refluxo, por 10 min. Apds arrefecimento a temperatura
ambiente, as solu¢des foram filtradas, através de algoddo
para um baldo volumétrico, completando-se o volume com
acetona. Em funil de separacdo, foi adicionado 20 mL da
solugdo acetonica, 20 mL de agua destilada. A extracédo foi
realizada com 15 mL de acetato de etila R, repetindo-se por
trés vezes, com por¢des de 10 mL. As fragdes de acetato
de etila foram reunidas e lavadas em funil de separacdo
com duas por¢des de 50 mL de agua destilada e colocadas
em baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume
com acetato de etila (solu¢do méae - SM). Foi adicionado 1
mL do reagente de cloreto de aluminio (colocou-se 1,0 g de
AICI, em um baldo volumétrico de 50 mL, completando-
se o volume com solugdo metandlica de acido acético a
98 %) a 10 mL da solu¢do mae, diluindo-se a 25 mL com
solugdo metanolica de acido acético R (colocou-se 5 mL
de acido 98 % em um baldo volumétrico de 100 mL, o qual
se completa o volume com metanol), obtendo-se assim a
solugdo amostra - SA. Ao mesmo tempo, 10 mL da solugdo
mae foram diluidas a 25 mL com solugdo metandlica de
acido acético R (solug@o comparativa - SC). Ap6s 30 min
mediu-se a absorvancia de SA a 425 nm, em cubeta com 1
cm de espessura contra SC (Camargo, 2001).

O calculo do teor baseia-se na absorvancia especifica da
quercetina, E' =500, segundo a formula:

0= Abs. 6250
500e.(100-7)

onde:

Abs = absorvancia medida;

e = massa da droga em g;

t = perda por dessecagdo (%; m/m).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise quantitativa da apigenina-7-O-B-D-
p-coumaroil (1—6) glucopiranosideo (1) foi realizada
utilizando-se o método do padrio externo. Foram
preparadas solugdes-padrao da substancia, isolada do
extrato EtOH 96% e identificada por RMN 'H, "*C
(Harborne & Williams, 2000), e massas (Stobiecki, 2000),
nas seguintes concentragdes: 0,66, 2,0 ¢ 6,0 pg/mL. O
preparo da amostra se deu a partir do extrato EtOH 96%,
onde coletou-se 100 mg do mesmo e diluiu-se em 1 mL
de metanol. A infusdo foi preparada a 10% (p/v) da planta
seca em agua destilada fervente até arrefecimento.

Na constru¢do da curva de calibracdo da
apigenina-7-O-B-D-p-coumaroil (1—6) glucopiranosideo
foi encontrado um valor de indice de correlagao de 0,99959.
O cromatograma mostra a separagdo dos componentes
presentes no extrato EtOH 96% de T. diffusa. Pode-se
perceber que a separagdo dos componentes foi obtida
em aproximadamente 40 min, obtendo-se boa resolucdo
cromatografica dos picos. O pico correspondente a
substancia apigenina-7-0-p-D-p-coumaroil (1—6)
glucopiranosideo elui com tempo de retengao 23,37 min,
(Figura 1) o que foi comprovado pelo enriquecimento
do extrato pela adi¢do do mesmo composto, isolado
pelos procedimentos fitoquimicos. Esse pico apresentou
boa resolucdo de linha base, de forma a permitir nao
s6 o controle qualitativo, mas também quantitativo da
substancia presente no extrato EtOH 96% e na infusdo das
folhas secas e moidas de Turnera diffusa.

23,37min

Figura 1. Cromatograma do extrato EtOH 96% de Turnera
diffusa, obtido por HPLC/UV para quantifica¢do da apigenina-7-
O-B-D-p-coumaroil (1—6) glucopiranosideo (1).

Os resultados foram obtidos através da equagdo
por regressao linear, conseguidos pelo calculo das areas, de
diversas concentragdes diferentes do pico correspondente a
apigenina-7-0-B-D-p-coumaroil (1—6) glucopiranosideo,
onde, apds identificagdo e calculo da média das areas
obtidas determinou-se a concentragdo da substancia em
analise, no extrato EtOH 96%, obtendo 4,4 pg/mL e na
infusdo a concentragdo de 1,4 pg/mL.

Na analise quantitativa da p-arbutina (2), no
extrato EtOH 96% e infusdo das folhas secas e moidas,



Controle de qualidade dos extratos polares de Turnera diffusa Willd. ex Schult., Turneraceae

observou-se que o pico correspondente a substancia,
identificada no cromatograma por injecao direta do padrao
externo e confirmado por enriquecimento do extrato
EtOH 96% e da infusdo de T. diffusa adicionando 100
pL do padrao externo, em diluicdo 1:100. Verificou-se
que o tempo de reten¢do foi bastante baixo, proximo ao
front do solvente, devido a alta polaridade da molécula
(Stobiecki, 2000). Mesmo assim considerou-se o melhor
sistema de solventes para quantificagdo da p-arbutina no
extrato e infusdo de 7. diffusa. Nas condi¢des descritas
anteriormente, a p-arbutina (2) elui com TR = 11,34. Dessa
forma aquilatou-se a massa a partir do calculo médio da
area do pico correspondente, aplicado a equacdo obtida
pela curva de calibragdo por regressao linear com uso de
padrao externo onde foi determinada a concentra¢dao da
substancia p-arbutina na extrato EtOH 96%, obtendo 1,0
pg/mL e na infus@o a concentracao de 1,2 pg/mL.

Figura 2. Cromatograma do extrato EtOH 96% de Turnera
diffusa, obtido por HPLC/UV para quantificagdo da p-arbutina

Q).

A maneira mais precisa e exata de se identificar
e quantificar flavondides em produtos naturais ¢ a
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
como apresentado acima. Entretanto, quando se pensa
em controle de qualidade, ¢ conveniente a introdugdo
de alternativas mais simples e baratas, pois nesses casos
requerem-se procedimentos que permitem a analise rapida
de numerosas amostras, em laboratorios modestos. Uma
das técnicas que se enquadram bem nesse contexto ¢ a
determinag@o de flavondides totais por espectrometria no
uv.

O método se baseia no uso de cloreto de aluminio,
onde se observa a formagdo de complexo envolvendo o
cation aluminio com os flavondides em metanol, ocorrendo
na analise espectrofotométrica um desvio para maiores
comprimentos de onda e uma intensificagdo da absorgao.
Dessa maneira ¢ possivel determinar a quantidade
de flavonodides, evitando-se a interferéncia de outras
substancias fenolicas, principalmente os acidos fenolicos,
que invariavelmente acompanha os flavonoides. Sendo
assim, o complexo flavonodide-Al absorve em comprimento
de onda bem maior do que o flavondide sem a presenca do
agente complexante.

Na quantificac¢do de flavonoides totais de 7. diffusa
e T" ulmifdlia, pelo método da formag@o de complexo com
cloreto de aluminio, obteve-se, respectivamente 0,33%

e 0,12%, o que claramente evidencia uma diferenga
significativa. Entretanto, esses resultados corroboram
para valida¢do do método de quantificacdo de flavonoides
totais, no controle de qualidade das espécies estudadas
nesse trabalho (Falkenberg, 2004).

Muito se fala em varia¢do quimica e diversidade
de substancias do mesmo género, sendo assim um fator
importantissimo na identifica¢do quimica entre espécies
vegetais do mesmo género. Sabendo-se que as farmdacias
adquirem as plantas na forma pulverizadas, avaliou-se a
possibilidade de se usar métodos farmacognosticos para
melhor elucidar a identificag@o da espécie.

Um método facil e pratico usado na diferenciacdo
dasespécies T. ulmifolia e T. diffusa, que pode ser facilmente
realizado em farmacias, ¢ a cromatografia em camada
delgada analitica na analise da infusdo, para estabelecer
a presenga de p-arbutina (2), substancia esta somente
encontrada na espécie 7. diffusa, podendo, portanto ser
usada como marcador para a espécie.

Na otimizagdo do sistema de solventes que
melhor caracteriza a p-arbutina na infusdo, foi conseguido
apos varias tentativas, chegou-se a otimiza¢ao empregando
placas de silica gel (60G Merck) usando como cluente
BAW e revelagdo com vapores de iodo. A p-arbutina
apresenta Rf = 0,6 nessas condi¢des, ¢ pode ser verificada
sua presenca no infuso das folhas de 7. diffusa. E importante
salientar que analise similar efetuada com as folhas de 7.
ulmifolia ndo revelou a presenga de p-arbutina, permitindo
diferenciar as duas espécies. Dessa forma, a identificag@o
de Turnera diffusa pode ser simplificada, usando padréo
externo de p-arbutina, que ¢ facilmente encontrado no
mercado.

Figura 3. Analise por CCCD do padro de p-arbutina (A) em
infusdo (B) de Turnera diffusa.

Outro importante requisito na identificagdo das
duas espécies ¢ o indice de cinzas totais e cinzas insolaveis
em acido, os quais permitem diferenciar as espécies, pois
nitidamente observamos que o indice de cinza total e
insoltvel em acido sdo significativamente maiores para a
Turnera diffusa em relagdo a Turnera ulmifolia, conforme
resultados apresentados na Tabela 1. Com isso fica evidente
que o teste permite de forma rapida a caracterizagdo da
espécie adquirida no mercado.
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Tabela 1. Resultados obtidos por determinacdo de cinzas totais
e insoluveis em acido das espécies Turnera ulmifilia e Turnera
diffusa.

Cinzas insoluveis

1 1 0,
em écido (%) Cinzas totais (%)

Turnera ullmifolia 0,12 0,75
Turnera diffusa 2,30 6,67
CONCLUSOES

Na quantificagdo dos compostos: apigenina-7-O-
B-D-p-coumaroil (1—6) glucopiranosideo (1) e p-arbutina
(2), nos extratos EtOH 96% e infusdo, observou-se que
a substancia (1) apresentou concentracdo maior no
extrato etanodlico que na infusdo, porém a substancia (2)
apresentou-se inversamente no extrato e na infusao, o que
pode-se caracterizar a alta polaridade do composto (2) em
relagdo ao solvente usado na extragao.

Os testes farmacogndsticos apresentados
no trabalho demonstraram indices confiaveis para
determinacdo qualitativa das espécies, garantindo a
identificacdo segura da Turnera diffusa, Wild.

Assim, pode-se concluir que o conjunto de
experimentos realizados nesse trabalho indicaram a que os
resultados obtidos podem ser adequadamente empregados
para a realiza¢do de ensaios de controle de qualidade de
Turnera diffusa Willd., Turneraceae.
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