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RESUMO: O presente trabalho apresenta estudo comparativo de processos de obtencgao
de extratos hidroalcoolico e hidroglicélico de inflorescéncias de Calendula officinalis
obtidas a partir das drogas vegetais dessa espécie. Os extratos foram produzidos por
percolacdo, na proporcao de 1:5, utilizando-se como solventes, a mistura etanol:agua
62:38 (v/v) e propilenoglicol:agua 90:10 (v/v). Os extratos foram submetidos as
andlises fisico-quimicas e os resultados mostraram que o extrato hidroalcodlico
apresentou densidade relativa de 0,9299 (g/ml); pH de 5,80; residuo seco de 3,6%
(m/m); teor de flavonoides de 0,06% (m/m) e perfil cromatografico, por CCD,
identificando rutina, acido clorogénico e hiperosideo. O extrato hidroglicélico apresentou
densidade relativa de 1,0948 (g/ml); pH de 5,90; residuo seco de 2,4% (m/m); teor de
flavonoides de 0,05% (m/m) e perfil cromatografico identificando somente a presenca
de &cido clorogénico. Os parametros fisico-quimicos densidade relativa e residuo seco
foram diferentes significativamente entre os extratos. Com relacdo ao pH e a
concentracdo de flavonoides ndao houve diferencas significativas entre os dois tipos de
extratos. Esses resultados mostraram que o extrato hidroglicélico € mais seletivo para a
extracdo de flavonoides e o extrato hidroalcodlico possui maior quantidade de
substancias extraidas da droga vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Medicamentos Fitoterapicos, Preparagdes de plantas, Controle de
qualidade.

SUMMARY: This paper presents a comparative study of procedures for obtaining
hydroalcoholic and hydroglycolic extracts of inflorescences of Calendula officinalis. After
obtaining the herbal drug, extracts were prepared by percolation at a ratio of 1:5, using
ethanol: water 62:38 (v/v) and propylene glycol: water 90:10 (v/v). The extracts were
analyzed and the hydroalcoholic showed relative density of 0.9299 (g/ml); pH 5.80;
3.6% (w/w) dry residue; flavonoids content of 0.06% (w/w) and chromatographic profile
by TLC, identifying rutin, chlorogenic acid and hyperoside. The hydroglycolic extract
showed relative density of 1.0948 (g/ml); pH 5.90; 2.4% (w/w) dry residue; flavonoids
content 0.05% (w/w) and chromatographic profile identifying only the presence of
chlorogenic acid. The physicochemical parameters relative density and dry weight were
significantly different between extracts. With respect to pH and the concentration of
flavonoids were no significant differences among them two types of extracts. These
results showed that the hydroglycolic extract is more selective for the extraction of
flavonoids and hydroalcoholic extract has a greater quantity of substances extracted
from the plant drug.

KEYWORDS: Phytotherapeutic drugs, Plant Preparation, Quality control.
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RESUMEN: Este trabajo presenta un estudio comparativo de los procedimientos para
obtener extractos hidroglicélico y hidroalcohdlico de las flores de Calendula officinalis
obtenido de las drogas vegetales de esta especie. Los extractos fueron producidos por
percolacidon en una proporcion de 1:5, utilizando como disolvente, la mezcla de etanol:
agua 62:38 (v/v) y propilenglicol: agua 90:10 (v/v). Los extractos fueron sometidos a
andlisis fisico-quimicas y los resultados mostraron que el extracto hidroalcohdlico tenia
densidad relativa de 0,9299 (g/ml), pH 5,80, un peso seco de 3,6% (m/m), contenido
flavonoides de 0,06% (m/m) y el perfil cromatografico por CCD, la identificacion de
rutina, acido clorogénico y el hyperoside. El extracto hidroglicélico mostré densidad
relativa de 1,0948 (g / ml), pH 5,90, peso seco de 2,4% (m/m), contenido de
flavonoides de 0,05% (m/m) y el perfil cromatografico identificar sélo la presencia de
acido clorogénico. Los parametros fisico-quimicos de densidad relativa y el peso seco
fueron significativamente diferentes entre los extractos. Con respecto al pH y la
concentracién de flavonoides no hubo diferencias significativas entre ellos dos tipos de
extractos. Estos resultados mostraron que el extracto hidroglicdlico es mas selectivo
para la extraccion de los flavonoides y el extracto hidroalcohdlico tiene una mayor
cantidad de sustancias extraidas de la droga vegetal.

PALABLAS CLAVE: Medicamentos fitoterapicos, Preparaciones de plantas, Control de

calidad.

INTRODUGCAO

Desde os anos 80 observou-se em
todo o mundo o que se convencionou
chamar de “Onda Verde”, ou seja, o
retorno da populacdo a utilizagdo de
medicamentos a base de extratos
vegetais para dirimir, “de forma mais
saudavel”, seus problemas de saulde.
Este tipo de comportamento é devido,
em parte, pela publicidade desenvolvida
a partir de meados do século XX que
exaltava a “Medicina Prometéutica”,
baseada na cura através de farmacos
sintéticos. Com o passar das décadas, as
populagbes em diversos paises do
mundo concluiram que essa medicina

ndo seria tdo eficiente e segura quanto

se apregoava, retornando ao uso de
preparacdes a base de extratos
vegetais®),

Apesar dessa nova situacao que se
instalou na area farmacéutica, no Brasil
houve pouca evolucdo em relagdo a
qualidade do fitoterdpico®*, mesmo
com a publicacdo de varias legislacoes
com esse objetivo®® e do Formulario de
Fitoterapicos'” pela Farmacopéia
Brasileira, atualizando as técnicas de
preparo de algumas formas
farmacéuticas utilizadas na fitoterapia.

Calendula officinalis L., espécie
medicinal de origem europeia e
pertencente a familia Asteraceae,

ausente nas trés primeiras edicOes da
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Farmacopeia Brasileira, foi introduzida a
partir da quarta edicdao e atualmente
consta da lista de plantas medicinais de
interesse para o SUS®. A droga vegetal
derivada dela, segundo definicdo da
Farmacopeia Brasileira®, s3o as flores
liguladas inteiras ou trituradas,
acompanhadas de escassas flores
tubulosas secas, separadas do
receptaculo e das bracteas involucrais. O
fitoterapico produzido com esta espécie
tem varias utilizagbes, tais como
antiespasmaédica, diaforética, anti-
hemorragica e emenagoga. Em ensaios
in vitro e in vivo, apresentou atividades
imunoestimulantes, além de nao
apresentar efeitos toxicos relacionados
aos parametros bioquimicos e
hematoldgicos, dando respaldo ao seu
emprego tradicional como cicatrizante e

o012 Em seu

antiinflamatoério tépic
fitocomplexo sdo citadas trés categorias
de substancias: oleos volateis,
terpenoides e flavonoides, sendo que
estes Ultimos podem contribuir para o
efeito antiinflamatério*® e servem como
marcadores para a espécie®.

E fato que a composicdo quimica
de um extrato de determinada espécie
vegetal pode ser varidvel em funcdo de
diversos fatores, entre eles podem ser
citados os parametros que influenciam o
processo de extracdo dos principios
ativos. Mais rotineiramente, os extratos
usados nas preparacbes farmacéuticas
contendo C. officinalis utilizam como
solventes misturas hidroalcoodlicas e

misturas hidroglicélicas. No Formulario

de Fitoterdpicos'” h& somente a
descricao da preparagao da tintura de
Caléndula, por percolacdo na proporcao
de 1:10, com alcool 70% (p/p). No
entanto, faltam informagbes sobre os
parametros fisico-quimicos para que
sejam amparadas andlises de controle
de qualidade sobre essas preparacoes.
Dados relativos aos extratos
hidroglicélicos sao mais raros na
literatura, possivelmente por eles nao
serem farmacopéicos e nem citados no
Formulario de Fitoterapicos, sendo, por
vezes, tratados como segredos
industriais, principalmente pela indUstria
cosmética. Por outro lado, algumas
pesquisas vém sendo realizadas a fim de
padronizar metodologias  extrativas,
farmacotécnicas e analiticas para
algumas espécies. Ardisson et al.(!¥
mostraram, para Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, que os
melhores solventes para obtencdo de
extratos glicolicos com maiores teores
de taninos foram aqueles preparados
com mistura propilenoglicol : agua
(8:2). Nunes et al.® realizaram
trabalho no sentido de padronizar a
tintura de C. officinalis em funcdo de
caracteristicas  fisico-quimicas dessa
preparacdo. Borella et al.*® mostraram
que preparagoes semissolidas
(pomadas) a base de C. officinalis
preparadas por suspensdo, com extratos
hidroalcodlicos continham maiores
teores de flavonoides que aquelas

preparadas por solugao.
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Sendo assim, € importante que
detalhes técnicos a respeito da producgao
e controle desses extratos sejam
padronizados em obras oficiais para que
exista suporte para as andlises de
controle de qualidade desses insumos.
Desta forma, o presente trabalho tem
por objetivo agregar mais conhecimento
relativo a esse tema, avaliando as
possiveis influéncias dos tipos de
solventes utilizados no processo
extrativo sobre as caracteristicas fisico-
quimicas dos extratos de C. officinalis.
Os processos extrativos se
desenvolveram com dois tipos de
solventes (mistura hidroalcodlica e
mistura hidroglicélica). As analises dos
extratos envolveram determinagcao de
densidade relativa, pH, residuo seco,
quantificacdo dos flavonoides e perfil

cromatografico.

METODOS

Obtencao da droga vegetal

As drogas vegetais utilizadas
resultaram do cultivo de sementes de
Calendula officinalis, variedade Bonina
Dobrada (Isla Pak). As inflorescéncias
colhidas foram submetidas a secagem
em estufa de ar circulante (Marconi) e
posteriormente moidas em moinho de
facas (Marconi), obtendo-se a droga
vegetal que foi utilizada no preparo dos
extratos. Exemplares do material colhido
foram herborizados e depositados no

Herbario de Plantas Medicinais do

Laboratorio de Biotecnologia da

Universidade de Ribeirao Preto,
recebendo o numero de catalogacao

HPMU 1326.

Obtencao dos extratos

Os extratos foram preparados
conforme descrito no procedimento para
percolacao do Formulario de
Fitoterdpicos!”). Foram utilizados dois
tipos de solventes: 1. etanol:agua
(EtOH:H>0 62:38 v/Vv); 2.
propilenoglicol:agua (PEG:H,O 90:10
v/v). A percolacdo teve velocidade de
gotejamento de 1 ml/min para cada 100
g de droga extraida, até que se
conseguisse um volume de solugao
extrativa que obedecesse a proporgao
de 1 parte da droga para 5 partes do
liquido extrator, o dobro da proporgao
preconizada para obtencdo da tintura de
Caléndula descrito no Formuldrio de

Fitoterapicos'”.

Analises fisico-quimicas

Determinacdo da densidade
relativa

Conforme descrito na Farmacopeia
Brasileira 5° edicdo®, obteve-se o valor
da densidade relativa pesando-se o
picnébmetro de 10 ml de volume,
previamente calibrado, com agua
destilada e posteriormente com o
extrato a ser testado, a 20° C. O valor
da densidade relativa foi calculado pelo

quociente entre a massa do extrato e a
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massa de agua contida no picndmetro.
As andlises de cada um dos extratos

foram realizadas em triplicata.

Determinacao do pH
Foi realizada a  metodologia
descrita na Farmacopeia Brasileira 5°
edicdo'® que prevé a afericdo do
aparelho com as leituras de solugOes-
tampao (pH = 4,0 e pH = 7,0). A
determinacdo do pH foi realizada
empregando aparelho de marca Orion
modelo 420A, com amostras de 10 ml
dos extratos. As anadlises para cada um
dos extratos foram realizadas em
triplicata e as leituras assinaladas ndo
variaram mais do que = 0,05 de

unidade.

Determinacgao do residuo seco

A obtencdo do residuo seco dos
extratos foi realizada tendo como base o
descrito por Cardoso''”), com amostras
de 10 g dos extratos. Procedeu-se a
evaporacdo, primeiramente em banho
de agua quente ou com auxilio do bico
de bunsen, em capsulas de porcelana
com 30 ml de capacidade e previamente
taradas. A dessecacdo foi concluida na
estufa, a 105° C, durante 3 horas,
deixando resfriar em dessecador com
acido sulfurico e posterior pesagem. O
valor do residuo seco foi calculado em
porcentagem. As analises para cada um
dos extratos foram realizadas em

triplicada.

Determinagdao do teor de
flavonoides
A monografia de C. officinalis na
Farmacopeia Brasileira 5% edigdo®
descreve técnica espectrofotométrica
com uso de cloreto de aluminio para
quantificacdo dos flavonoides totais
(estimados como hiperosideos) tendo
como amostras as drogas vegetais
derivadas desta espécie. De Paula®
adaptou esta metodologia para
determinar a quantidade de flavonoides
presentes em solugdes extrativas de
Achyrocline satureiodes (Lam.) DC. As
quantificacbes no presente trabalho
foram realizadas seguindo essa
utilizando
SP-2000UV. As

analises de cada um dos extratos foram

metodologia e

espectrofotometro

realizadas em triplicada.

Perfil cromatografico
As analises por cromatografia em
camada delgada (CCD) para os extratos
foram realizadas conforme descrito na
Farmacopeia Brasileira 5° edicdo®,
utilizando silica GF** como fase
estacionaria. O  sistema  solvente
utilizado foi acido férmico anidro: acido
acético glacial : dgua : acetato de etila,
na proporcao em volume de 11 : 11 : 27
100. Os marcadores foram rutina,
hiperosideo e acido clorogénico
solubilizados em metanol. O revelador
utilizado foi irradiacdo da placa
cromatografica com luz ultravioleta (A =
254 e 366 nm). As amostras para estas

andlises foram obtidas a partir da
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solubilizagdo em etanol : agua (50:50
v/v) do material resultante do ensaio

para determinacdo do residuo seco.

Analise estatistica

Os resultados das determinacoes
descritas foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste
de comparacdes multiplas de Tukey-

Kramer (p < 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de flavonoides totais foi
inicialmente quantificado, por
espectrofotometria, na droga vegetal
utilizada para obtencdo dos extratos,
com descrito na Farmacopeia Brasileira,
52 edicdo® e resultou em um valor em
torno de 0,7% (m/m), calculados como
hiperosideos. Esse resultado esta acima
do minimo exigido por esta Farmacopeia
que é de 0,4% m/m.

Na Tabela 1 sdo apresentados os
resultados da avaliagdo da densidade
relativa, pH, residuo seco e
concentracdao de flavonoides para os dois
tipos de extratos produzidos
(hidroalcodlico e hidroglicélico). Com
relacio a densidade relativa os
resultados revelaram que, para o extrato
hidroalcodlico, o valor médio encontrado

foi de 0,9299 g/ml. Para o extrato

hidroglicélico a densidade relativa foi de
1,0948 g/ml. Esses valores se
mostraram estatisticamente diferentes,
mostrando que eles podem ser utilizados
para caracterizar cada tipo de extrato
produzido a partir da droga vegetal de
C. officinalis. O residuo seco do extrato
hidroalcodlico foi de 3,6% (m/m) e do
extrato hidroglicélico foi de 2,4%
(m/m). Observou-se novamente que
houve diferencas estatisticas entre os
tipos de extratos, pois o produzido com
mistura hidroalcodlica teve possibilidade
de extrair, em maior proporgao, os
diversos componentes quimicos dessa
espécie (fitocomplexo), quando
comparado com aquele produzido com
solvente hidroglicdlico. Por outro lado,
sao estatisticamente iguais os valores
relativos ao pH e a concentragdo de
flavonoides entre os dois tipos de
extratos. O pH de 5,80 foi apresentado
pelo extrato hidroalcodlico e de 5,90
pelo hidroglicélico. O teor de flavonoides
totais do extrato hidroalcodlico foi de
0,06% (m/m) e o hidroglicdlico foi de
0,05% (m/m). Esses

corroboram com aqueles obtidos por

resultados

Rodrigues et al.!*® que também
concluiram que extratos produzidos com
etanol e propilenoglicol continham
quantidades semelhantes de

flavonoides.

Tabela 1. Valores médios obtidos para densidade relativa, pH, residuo seco e teor de flavonoides

em extratos de Calendula officinalis
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Densidade Residuo Seco Teor de
Extrato relativa pH (% m/m) flavonoides totais
(g/ml) (% m/m)
Hidroalcodlico 0,9299° 5,80¢ 3,6¢ 0,06
(EtOH:H,0 (0,0045; (0,0907; (0,3637; (0,0101; 16,87)
62:38) 0,49) 1,56) 10,23)
Hidroglicdlico 1,0948° 5,90¢ 2,4¢ 0,05
(PEG:H,0 90:10) (0,0019; (0,0842; (0,3600; (0,0132; 26,59)
0,17) 1,43) 14.90)

n = 18; p < 0,05 - ANOVA seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey-Kramer. Médias seguidas

pelas mesmas letras minusculas, ndo diferem estatisticamente entre si. Teor de flavonoides totais estimados

como Hiperosideos. NUmeros entre parénteses, abaixo das médias, referem-se respectivamente, ao desvio

padrdo e coeficiente de variagao x 100

Com relagao aos perfis

cromatograficos, observou-se que no

extrato hidroalcodlico foram
evidenciados os marcadores utilizados
(hiperosideo Rf = 0,60/marrom ; &acido
clorogénico Rf = 0,55/azul ; rutina Rf =
0,35/marrom), mas paradoxalmente,
mantendo-se as mesmas condicbes de
extrato hidroglicélico,
(Rf

identificado.

andlise para o

somente acido clorogénico
=0,55/azul)

Possivelmente

o}

foi
isso pode ter ocorrido
devido as diferencas entre os processos
extrativos realizados e as condicOes

cromatograficas utilizadas que eram
especificas para anadlise de extratos
hidroalcodlicos®. Desta forma, sugere-
se que outras condicbes cromatograficas
e marcadores sejam experimentados
visando padronizacdo da andlise de
extratos hidroglicélicos dessa espécie.
Comparando-se 0s resultados
obtidos para os extratos de C. officinalis
desse trabalho com aqueles disponiveis

na literatura, nota-se que, em relagao

ao pH, o extrato hidroalcodlico ficou com
(5,80)
apresentado nos trabalhos de Nunes et
al.(*® (4,79) e Rodrigues et al.*) (6,04).

Os extratos apresentaram pH &cido, o

valor intermediario aquele

que determina a utilizacdo de cuidados

farmacotécnicos como a adicdo de
adjuvantes adequados na formulacdo na
tentativa de dar maior estabilidade a

0 0 valor de densidade relativa

eles
presente nesse trabalho para o extrato
hidroalcodlico (0,9299 g/ml) mostrou-se

mais elevado, comparado com da tintura

trabalhada por Nunes et al. (0,89
g/cm?®) e por Rodrigues et al. (0,9024
g/ml). Quando se compara os valores
de residuo seco dos extratos
hidroalcodlicos produzidos por esses
pesquisadores notam-se as maiores

variagOes. Para Nunes et al. o resultado
foi de 9,6% (m/m); para Rodrigues et
al. foi de 4,7% (m/v). O resultado desse
de

valores

quesito, no presente trabalho, foi
3,6% (m/m). Todos

inconstantes podem ser

€sses

parcialmente
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explicados por detalhes nas técnicas
desenvolvidas para obtencdo dos
extratos. O presente trabalho e de
Nunes et al.*® utilizaram como liquido
extrator a mistura hidroalcodlica 62:38
(v/v), porém o primeiro utilizou a
proporcdao de 1 parte da droga para 5
partes de liquido extrator e a percolacao
no processo de obtencdo dos extratos e
0 segundo, a maceracdo. Rodrigues et
al.!®) obtiveram o extrato analisado com
mistura hidroalcodlica de 70:30 (v/v),
utilizando a proporcdo de 1 parte de
droga vegetal para 20 partes de liquido
extrator e utilizando refluxo por 20
minutos.

A atual legislacdo referente as
bulas dos fitoteréapicos® preconiza que
preparagoes liquidas a base de C.
officinalis devem conter 0,8 a 1,0 mg de
flavonoides totais expressos em
hiperosideos por mL da forma
farmacéutica, ou seja 0,08 a 0,1%
(m/v) de flavonoides. Admitindo-se que
os extratos produzidos para esse
trabalho possam ser incluidos nessa
condicdo, percebe-se que todos teriam
concentracdes de flavonoides abaixo do
minimo exigido pela legislacdo (0,06%
para extrato hidroalcodlico e 0,05% para
extrato hidroglicélico), mesmo sendo
eles produzidos com o dobro de droga
vegetal que esta descrito no Formulario
de Fitoterapicos!”? para producdo das
tinturas. Entende-se deste modo, que os

procedimentos para preparo desses

extratos devam ser otimizados para que
sejam alcangados 0s indices

preconizados pela legislacao.

CONCLUSAO
Conclui-se que, para a espécie
Calendula

officinalis L, diferencas

significativas foram  notadas para
densidade relativa e residuo seco entre
0s extratos hidroalcodlico e
hidroglicélico, sendo que o primeiro
extrato tem em sua composicdo, maior
quantidade dos componentes extraidos
do vegetal (residuo seco), no entanto,
nos dois tipos de extratos, o pH e teor
de flavonoides se mostraram
estatisticamente iguais, mostrando que
os tipos de solventes utilizados na
extragao nao influenciaram as
concentracbes de flavonoides nos
extratos. Portanto, a mistura
hidroglicdlica é mais seletiva para extrair
a categoria do marcador estudado,
enquanto a mistura hidroalcodlica é
aquela que consegue extrair mais
completamente o fitocomplexo presente

na droga vegetal de C. officinalis.
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