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Resumo
O presente estudo foi realizado com o objetivo de confirmar a identidade ou a ocorréncia de

falsificacio de amostras comercializadas como Noz-da-india (Aleurites moluccana). Trata-se
de um estudo prospectivo, de carater experimental e qualitativo, realizado com duas amostras
comercializadas como noz-da-india, que foram comparadas com uma amostra original de
chapéu-de-napoledo (Thevetia peruviana). Foram realizadas a avaliacdo das caracteristicas
boténicas, a reacdo fitoquimica de Kedde para identificacdo de glicosideos cardioténicos,
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), Cromatografia em Coluna Cléssica (CCC) e
analise espectrométrica de infravermelho. A semelhanca botanica das amostras foi confirmada
pela visualizacdo de estruturas histologicas caracteristicas da espécie Thevetia peruviana. A
reacdo de Kedde foi positiva para todas as amostras, indicando a presenca de glicosideos
cardiotonicos, em conformidade com o resultado obtido para uma amostra de comprimidos de
digoxina de 0,25mg. As sementes avaliadas e os comprimidos de digoxina também
apresentaram semelhancga quanto ao perfil cromatogréfico; adicionalmente, o fracionamento
cromatografico das sementes, resultou em fragdes quimicamente equivalentes; a fracdo 6 de
cada amostra foi submetida a andlise por espectrometria de infravermelho, apresentando o
mesmo padrdo espectral. Os resultados obtidos confirmaram que sementes comercializadas
como Noz-da-india (Aleurites moluccana) eram de Chapéu-de-Napoledo (Thevetia peruviana).
A presenca de cardiotbnicos nas amostras avaliadas chama a atencdo para o potencial risco de
intoxicacdo dos usuarios. Esse resultado evidencia a ocorréncia da comercializacdo de drogas
vegetais falsificadas, 0 que mostra a necessidade de fiscalizagdo, controle de qualidade mais
rigoroso para as drogas vegetais e fitoterapicos, e, principalmente, orientacdo farmacéutica para
a promocao do uso correto das plantas medicinais.

Palavras-chave: Noz-da-india; Chapéu-de-Napole&o; Fitoquimica; Morfoanatomia vegetal.
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Abstract

The present study was carried out with the aim of confirming the identity or the occurrence of
falsification of samples marketed as Indian Nut (Aleurites moluccana). This is a prospective,
experimental and qualitative study, carried out with two samples marketed as Indian nut, which
were compared with an original sample of napoleon hat (Thevetia peruviana). The evaluation
of botanical characteristics, Kedde's phytochemical reaction to identify cardiotonic glycosides,
Thin Layer Chromatography (CCD), Classical Column Chromatography (CCC) and infrared
spectrometric analysis were performed. The botanical similarity of the samples was confirmed
by the visualization of histological structures characteristic of the species Thevetia peruviana.
Kedde's reaction was positive for all samples, indicating the presence of cardiotonic glycosides,
in accordance with the result obtained for a sample of 0.25mg digoxin tablets. The evaluated
seeds and the digoxin tablets also showed similarity regarding the chromatographic profile;
additionally, the chromatographic fractionation of the seeds resulted in chemically equivalent
fractions; fraction 6 of each sample was subjected to analysis by infrared spectrometry, showing
the same spectral pattern. The results obtained confirmed that seeds commercialized as Walnut
(Aleurites moluccana) were from Napoleon Hat (Thevetia peruviana). The presence of
cardiotonics in the evaluated samples calls attention to the potential risk of intoxication by
users. This result highlights the occurrence of the sale of counterfeit plant drugs, which shows
the need for inspection, stricter quality control for plant and herbal drugs, and, mainly,
pharmaceutical guidance to promote the correct use of medicinal plants.

Keywords: India nut; Napoleon Hat; Phytochemistry; Plant morphology.

Resumen

El presente estudio se realizd con el objetivo de confirmar la identidad o la ocurrencia de
falsificacion de muestras comercializadas como Indian Nut (Aleurites moluccana). Este es un
estudio prospectivo, experimental y cualitativo, llevado a cabo con dos muestras
comercializadas como nuez india, que se compararon con una muestra original de sombrero
napoledn (Thevetia peruviana). Se realizd la evaluacion de las caracteristicas boténicas, la
reaccion fitoquimica de Kedde para identificar glucésidos cardioténicos, la cromatografia de
capa fina (CCD), la cromatografia de columna clésica (CCC) y el analisis espectrométrico
infrarrojo. La similitud botanica de las muestras se confirmo mediante la visualizacion de
estructuras histologicas caracteristicas de la especie Thevetia peruviana. La reaccion de Kedde
fue positiva para todas las muestras, lo que indica la presencia de glucosidos cardiotonicos, de

acuerdo con el resultado obtenido para una muestra de tabletas de digoxina de 0.25 mg. Las
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semillas evaluadas y las tabletas de digoxina también mostraron similitud con respecto al perfil
cromatografico; adicionalmente, el fraccionamiento cromatografico de las semillas dio como
resultado fracciones quimicamente equivalentes; La fraccién 6 de cada muestra se sometio a
analisis por espectrometria infrarroja, mostrando el mismo patron espectral. Los resultados
obtenidos confirmaron que las semillas comercializadas como Nogal (Aleurites moluccana)
eran de Napoleon Hat (Thevetia peruviana). La presencia de cardiotdnica en las muestras
evaluadas Ilama la atencidn sobre el riesgo potencial de intoxicacion por parte de los usuarios.
Este resultado destaca la venta de medicamentos vegetales falsificados, lo que demuestra la
necesidad de inspeccion, un control de calidad mas estricto para los medicamentos vegetales y
herbales, y, principalmente, orientacion farmacéutica para promover el uso correcto de plantas
medicinales.

Palabras clave: India nut; Sombrero de Napoledn; Fitoquimica; Morfologia vegetal.

1. Introducéo

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos tem como objetivo garantir a
populacdo brasileira 0 acesso seguro e 0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
industria nacional. Porém, a deficiéncia de controle na exploracdo das reservas naturais junto a
comercializacdo desenfreada e inadequada de plantas medicinais vem estabelecendo um dos
principais obstaculos para o desenvolvimento desse setor no pais. Observa-se que ha a
necessidade de fiscalizagdo sanitaria, de um controle de qualidade mais rigoroso para as drogas
vegetais e fitoterapicos comercializados (Brasil,2004).

A avaliacdo da qualidade da matéria-prima vegetal compreende testes de identificagéo,
pureza e doseamento. A identificacdo € realizada por andlises botanicas (morfoanatomia) e
testes quimicos qualitativos de identificacdo de principios ativos; a pureza envolve
determinacdo de material estranho, umidade e cinzas; e 0o doseamento é um teste quimico
guantitativo de principios ativos majoritarios (Santos,2004). Na analise de plantas medicinais,
os problemas mais comuns sdo adulteragdes, composicdo quimica alterada e contaminacdes,
oriundas, em grande parte, da forma de exploracdo das especies vegetais e do controle de
qualidade incipiente (Soares, 2015).

A noz-da-india, Aleurites molecada, da familia Euphorbiaceae, nativa da Asia Tropical, india e
Indonésia, é uma arvore de grande porte (podendo atingir até 12 metros de altura), cujas sementes sdo

empregadas para combater a celulite e eliminar a gordura localizada. Sua folhagem quando jovem é
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branco-pulverulenta, sendo as folhas simples, alternadas e dispostas espiraladamente. Suas
flores sdo brancas, mindsculas e encontram-se em paniculas nas extremidades dos ramos
(Lorenzi, 2003).

O chapéu-de-napoledo (Thevetia peruviana; Apocynaceae) tem origem na india
Ocidental e na América Central, sendo uma arvore de pequeno porte, ornamental, latescente e
glabro. Suas folhas sdo alternas, curto-pecioladas, coriaceas, inteiras, lanceoladas, com &pice
acuminado e bordos revolutos. As flores sdo amarelas, vistosas, perfumadas e dispostas em
cimeiras terminais. Devido ao seu uso ornamental foi amplamente dispersa, sendo encontrada
em regides de climas tropicais e subtropicais (Schvartsman, 1992).

As investigaces quimicas demonstraram que particularmente as sementes de chapéu-
de-napoledo sdo ricas fontes de glicosideos cardiotonicos, estruturalmente semelhantes as
digoxinas (Kishan, 2012). Os glicosideos cardiotonicos sdo identificados, quimicamente, pela
presenca do nucleo fundamental do ciclopentano-peridrofenantreno que podem ser divididos
em dois grupos baseados no anel lactonico insaturado ligado ao carbono 17 do esqueleto
esteroidal: cardenolido (pentaciclico) ou bufadiendélido (hexaciclico)

Os sintomas relacionados a ingestdo de chapéu-de-napoledo sdo semelhantes a
intoxicagdo por digitalicos levando a nauseas, vOmitos, cdlicas abdominais, diarreia,
manifestacdes neuroldgicas e distlrbios cardiovasculares. As sementes de noz da india
apresentam toxicidade, principalmente se ndo forem processadas, pois contém saponinas,
toxalbumina e forbol. O uso destas sementes tem sido bastante divulgado na Internet em dietas
de emagrecimento. No entanto, ha relatos de substituicdo das referidas sementes por chapéu-
de-napoledo (Civitox, 2016).

Nesse contexto, a semelhanca boténica entre as sementes das espécies relatadas e 0s
riscos de intoxicacdo dos usuarios, motivaram a investigacdo de amostras comercializadas
como noz-da-india, comparando com as sementes de chapéu-de-napoledo. Com o objetivo de
confirmar a identidade ou a ocorréncia de falsificacdo das amostras avaliadas pela analise
comparativa das caracteristicas morfo-histo-anatdbmicas, macro e microscopicamente, assim

como pela presenca de glicosideos cardiotonicos.
2. Metodologia
A metodologia adotada envolveu analise das caracteristicas botanicas macroscopicas

e microscopicas das sementes de Chapéu-de-Napoledo e amostras comercializadas como Noz-

da-india. Além da reacdo de identificacdo colorimétrica utilizando o reagente de Kedde;
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avaliacdo qualitativa do perfil quimico das referidas sementes usando cromatografia em camada
delgada (CCD); cromatografia em coluna de silica e analise espectrofotométrica na regiéo

infravermelho.

2.1 Tipo e Local de Estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, de carater experimental e qualitativo. A pesquisa foi
desenvolvida nos Laboratdrios de Farmacognosia e Controle de Qualidade Fisico-quimico,
localizados no bloco F da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) no periodo de julho a dezembro
de 2017.

2.2. Material vegetal

As amostras comercializadas como Noz-da-india foram denominadas como F1
(Fornecedor 1) e F2 (Fornecedor 2) onde foram adquiridas em comércios especializados em
produtos naturais na cidade de Fortaleza, Ceard. A amostra de Chapéu-de-Napoledo,
denominada como (CN), foi coletada no Campus da UNIFOR, onde foi realizada a
caracterizag&o botanica no laboratério de Farmacognosia da instituicéo e registrada no Herbério

Prisco Bezerra, sob exsicata nimero 60407.

2.3. Determinacao do peso das sementes

As sementes de cada amostra foram submetidas a pesagem individual em balanca
analitica. Para a comparacéo dos pesos das amostras, foram determinados o peso médio, desvio

padrdo e o coeficiente de variagdo das sementes avaliadas.

2.4 Caracterizagdo botanica

A caracterizagdo boténica foi realizada conforme o procedimento descrito na 5 edigdo
da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2010). As sementes foram submetidas a analise
morfoanatdémica a fim de determinar os marcadores boténicos que auxiliam nos processos de
identificacdo. Em complementag&o a analise anatémica, foram realizados cortes das sementes
a méo livre e reagdes histoquimicas de identificacdo de células oleiferas com reagente Sudan
I11 e de identificacdo de amido, com reagente lugol.
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2.5. Identificacao de cardiotdnicos

Os extratos foram preparados, individualmente, com uma semente de cada amostra e
um comprimido de Digoxina 25mg (Lote: 137504; Val.: 01/2018; Pharlab®), os quais foram
triturados, depois adicionou-se 5 mL de alcool etilico e apds o aquecimento por 5 minutos,
foram filtrados em funil de vidro. A reacdo de Kedde, teste colorimétrico, foi realizada com
uma mistura de 4 mL da solucdo metanolica de acido 3,5-dinitrobenzoico a 2% e 6 mL da
solucdo metandlica de KOH 1N. Em seguida, adicionou-se duas gotas desse reativo de Kedde
em cada extrato. O referido teste é considerado positivo, para presenca de cardioténicos, quando
ocorre desenvolvimento de coloragéo castanho avermelhado a vermelho-violeta (Silva, 2016).

2.6. Andlise por cromatografia em camada delgada (CCD)

A anélise cromatogréafica das amostras teve como objetivo a comparagao da composi¢ao
quimica (Degani,1998). Para a determinacdo dos perfis cromatograficos por CCD foram
avaliadas as amostras F1 e F2, Chapéu-de-Napoledo e 3 comprimidos de Digoxina 25mg. Essas
amostras foram previamente trituradas e submetidas a extracdo a frio com 10 mL de
cloroférmio. Também foi realizada extracdo com 10mL de &lcool etilico, os extratos obtidos
foram aplicados diretamente sobre a cromatoplaca de aluminio recobertas por silica gel 60G

Fos4 Merck (fase fixa), sendo empregado cloroformio como eluente (fase movel). A luz
UV365nm, foi empregada como revelador, assim como a solugdo de vanilina sulfurica seguida

de aquecimento (Queiroz, 2001).

2.7. Andlise por cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna foi realizada com o objetivo de realizar o fracionamento dos
extratos obtidos a partir das amostras das sementes avaliadas. Considerando que a separagéo e
o0 isolamento das substancias dependem da polaridade de cada componente das amostras e das
respectivas interacbes com a fase estacionaria (Choze, 2004). Foram preparados extratos
utilizando quatro sementes de cada amostra, as quais foram trituradas e submetidas a extracéo
a frio com 5 mL de alcool etilico. Como fase mével foram empregados 0s seguintes solventes
orgéanicos com pureza analitica, em ordem crescente de polaridade: hexano, cloroférmio,

acetato de etila e metanol.




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e07973518, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.3518

2.8. Identificacio por espectroscopia no infravermelho

Esse método espectral é muito util na identificacdo de compostos organicos de origem
natural ou sintética. A analise comparativa do espectro obtido para amostra com espectros do
banco de dados de compostos j& relatados na literatura, contribui para a confirmagdo da
identidade dos referidos compostos (Lopes,2004).

As fracdes obtidas a partir do fracionamento cromatografico, das amostras em estudo
foram comparadas por CCD e selecionadas as fragdes de nimero 6 (seis) para analise por
infravermelho pelo equipamento SHIMADZU (IRTracer-100). As substéancias liquidas obtidas
foram distribuidas individualmente em uma fina camada sobre a superficie da partilha de KBr
de aproximadamente 200 mg (Zaia, 2011).

3 Resultados e Discussao

As sementes das amostras apresentaram peso meédio igual a 347,18 mg com um desvio
padréo (S) de 15,50 e coeficiente de variacdo (CV) igual a 4,46%. Esse valor de CV, menor que

5,0%, indica que a variacdo de peso entre as unidades néo foi significativa.

Figura 1: Amostras de Thevetia peruviana (CN) e amostras comercializadas como Aleurites
moluccana (F1) (F2).

g F1 ‘
6 ¢
@ CN P2 ‘
g F2 ‘L
Fonte: Dados da pesquisa (2019)
A avaliacdo boténica das amostras foi realizada através da comparagdo das

caracteristicas macroscépicas e microscépicas. Com base nas caracteristicas macroscopicas foi
observada a semelhanca boténica entre as sementes (Figura 1).
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Figura 2: Anatomia das amostras comercializadas como Noz-da-india. (A) Células oleiferas,
na presenca do reagente Sudan Ill - 400x. (B) Presenca de amido, usando reagente Lugol -
400x. (C) Feixe vascular — 400x.

B..'. C

Fonte: Dados da pesquisa (2019)

Com base nas caracteristicas microscépicas foram identificadas as mesmas estruturas
botanicas na semente de Thevetia peruviana e nas amostras comercializadas como Noz-da-
india, possibilitando a visualizacdo das células oleiferas (Figura 2A) e presenca de amido
(Figura 2B) através do uso do reagente Sudan 111 e Lugol, respectivamente. Além das analises
histoquimicas, de acordo com Gabr?, a presenca de feixe de vasos (Figura 2C) e de outros

elementos histologicos caracteristicos da espécie Thevetia peruviana sdo visualizados.

Figura 3: Resultado da Reacdo de Kedde. (A) Amostra Chapéu-de-Napoledo positiva. (B)

Amostras-problemas positiva. (C) Amostra de comprimido de Digoxina 0,25 mg.

' B ]
F |
!

Fonte: Dados da pesquisa (2019)

Para identificacdo de glicosideos cardiotonicos foi realizada a reacdo de Kedde com as
sementes e com o comprimido de Digoxina 0,25 mg. A a reacdo ocorre em meio alcalino pela
dissociacdo do anel lactdnico (cardendlido) presente na estrutura quimica do cardiotdnico
(Silva, 2016), o desenvolvimento da coloragéo violeta indicou resultado positivo para todas as
amostras (Figura 3). O comprimido de Digoxina 0,25 mg apresentou menor intensidade de cor
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comparado ao das sementes (Figura 3C), em virtude de apresentar baixa concentragdo de

glicosideo cardiot6nico e devido a presenca dos excipientes na formulagéo.

Figura 4: Técnica cromatografica por CCD. (A) CCD realizada com extrato etanolico. (B)
CCD realizada com extrato cloroféormico. (C) CCD realizada com extrato cloroférmico do

comprimido de Digoxina (DIG) 0,25mg.

SN

Fonte: Dados da pesquisa (2019)

A andlise comparativa do perfil cromatografico em CCD entre as amostras das sementes
(Figura 4A e B) e com o comprimido de Digoxina 0,25 mg confirmou a semelhanca para 0s

extratos etandlicos e cloroférmicos, indicando, portanto, composi¢do quimica equivalente.

Tabela 1: Fragdes coletadas da cromatografia em coluna.

ELEUENTE FRACOES
Hexano 1-4
Cloroférmio 5-10
Acetato de Etila 11-15
Metanol 16 -18

Fonte: Dados da pesquisa (2019)

Os extratos etandlicos das amostras das sementes de Noz-da-india e da amostra de
Chapéu-de-Napoledo foram fracionadas por cromatografia em coluna, o fracionamento
possibilitou a obtengdo de 18 fragdes, conforme a Tabela 1. Os diferentes componentes de uma
amostra podem ser separados através da interacdo diferenciada com o solvente (fase mével) e

a fase estacionaria (Silica).

10




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, 07973518, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.3518
Figura 5: (A) Técnica de cromatografia em coluna de silica. (B) Fracdo 6 (seis) das amostras

submetidas a técnica cromatografica. (C) Analise por CCD das fragdes 6 coletadas da

cromatografia em coluna.

Fonte: Dados da pesquisa (2019)

Apds a evaporacdo do solvente, foi verificado a presenca de um 6leo incolor nos frascos,
em maior proporcao nas fracdes de numero 6 (5A e 5B) de cada amostra cromatografada. Estas
fracdes foram diluidas com cloroférmio e aplicadas na cromatoplaca como observado na Figura
5C, sendo possivel observar que apresentam o mesmo perfil cromatografico.

Figura 6: Grafico das amostras submetidas ao espectro de infravermelho. (A) Amostra de

Chapéu-de-Napoledo (Thevetia peruviana). (B) e (C) Amostras comercializadas como Noz-
da-India (Aleurites moluccana).

Fonte: Dados da pesquisa (2019)

11
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As fracOes 6 de cada amostra, obtida por cromatografia em coluna, foram submetidas
ao espectro de infravermelho e com base nos graficos dos espectros (Figura 6) foi observado
um mesmo padrdo espectral. A comparacdo dos respectivos espectros com 0s espectros do
banco de dados do equipamento usado comprovou que o Gleo incolor se tratava de um mesmo
acido graxo. Por ndo se tratar de uma substancia pura os espectros ndo apresentam boa
resolucéo.

4 Consideracdes Finais

Os resultados obtidos com o presente estudo confirmaram, com base na semelhanga
macroscopica, microscopica e fitoquimica, que as sementes comercializadas como Noz-da-
india (Aleurites moluccana) eram sementes de Chapéu-de-Napoledo (Thevetia peruviana).

A presenca de cardiotdnicos nas amostras chama a atengdo para o potencial risco de
intoxicacdo dos usuarios. Esse resultado evidencia a ocorréncia da comercializacdo de drogas
vegetais falsificadas, o que mostra a necessidade de fiscalizacdo, controle de qualidade mais
rigoroso para as drogas vegetais e fitoterapicos, e, principalmente, orientacdo farmacéutica para

a promocao do uso correto das plantas medicinais.
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