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RESUMO. As propriedades terapéuticas do extrato de Ginkgo biloba L. estdo relatadas na literatura por
muito tempo e, atualmente, este tem sido adicionado em formulagées de uso tépico devido sua agéo antio-
xidante. Nesta pesquisa, 0 extrato seco de Ginkgo biloba L. foi incor porado nas formas farmacéuticas de
emulsio déleo-em-agua (O/A) e gel hidrofilico. A identificagdo dos flavondides foi realizada por cromato-
grafia de camada delgada (CCD) e seu conteido, equivalente em quer cetina, foi quantificado por espectro-
fotometria utilizando como referéncia a curva analitica de quer cetina como padr 8o de referéncia secunda-
rio. A metodologia analitica foi validada segundo os parametros de linearidade, precisio e exatidéo.

SUMMARY. “Characterization of Ginkgo biloba L. Dry Extract in Topical Formulations’. Therapeutic properties
of Ginkgo biloba L. extract have been known for centuries and, currently, the extract has been added in pharma-
ceutical dosage forms claiming antioxidant activity. Ginkgo biloba L. dry extract was incorporated in topical for-
mulations, as O/W emulsion and hydrophilic gel. The content of total flavonoids, equivalent in quercetin, was
characterized by thin layer chromatography (TLC) and quantified by spectrophotometry using the analytical
curve of quercetin as secondary standard. The analytical methodology was validated for linearity, precision and

accuracy parameters.

INTRODUCAO

A arvore Ginkgo € a Unica representante da
ordem das Gingkoales, um grupo das gimnos-
permas que compunha a familia das Ginkgoace-
ae e consistia de 15 membros datados da Era
Mesozdica, compreendendo 225 milh&es de
anos. Pode ser considerada a planta de semen-
tes mais antiga, e possui durabilidade extrema,
vivendo entre 2.000 e 4.000 anos 1. A literatura
oriental, especificamente a primeira Farmaco-
péia Chinesa, ha aproximadamente 5.000 anos,
relatou as propriedades terapéuticas de determi-
nadas preparagdes contendo Ginkgo biloba L. O
Ocidente iniciou intensamente a pesquisa de
seu uso medicamentoso em meados do século
XX, e em 1965 o extrato de Ginkgo biloba L. foi
introduzido na medicina. A literatura indica o
emprego do extrato para os distdrbios do siste-
ma nervoso central e periférico, deficiéncia da
circulacdo sangliinea e aterosclerose cerebral 13,

Ginkgo biloba L. é uma arvore alta e robusta
de folhas com ruptura vertical divididas em dois
I6bulos, em forma de leque e extremamente re-
sistente. Pertence ao grupo das gimnospermas,
com caracteristicas morfoldgicas peculiares devi-
do a disposicéo estrutural das folhas e o sistema
vascular relativamente primitivo 45. As folhas ca-
racteristicas da Ginkgo biloba L. podem atingir
até 8 cm e suas cores sdo dependentes da es-
tacdo do ano: verde acinzentado a amarelo es-
verdeado no verdo e, amarelo dourado no outo-
no 6.

Atualmente, existe a tendéncia de incorpo-
racdo de extratos vegetais de atividade ou pro-
priedades bioldgicas ou fisiolégicas comprova-
das em produtos de aplicagdo tOpica. Estes de-
vem ser padronizados quali e quantitativamente,
exigindo rigoroso estudo da planta, plantio,
condicBes de obtencdo do extrato e sua compo-
sicdo 7. O extrato seco de Ginkgo biloba L. exer-
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ce suas propriedades biolégicas ou fisioldgicas
devido a presenca e atividade combinada de
seus principios ativos 18,

A padronizacdo do processo de obtencdo do
extrato de Ginkgo biloba L. foi efetuada no final
do século XX, sendo entdo o mesmo denomina-
do de EGb 761. Neste, foi empregado um pro-
cesso especial, em que as condigBes laborato-
riais foram controladas e padronizadas, envol-
vendo varias etapas de extracdo e eliminacdo
das substancias indesejaveis, dentre estas 0s aci-
dos ginkgoélicos e as bioflavonas, e também a
determinacdo da concentracdo das substancias
ativas de reconhecida atividade terapéutica e
eficacia clinica, como os flavonéides glicosideos
e os terpenos 9.

No processo de obtencdo do extrato de
Ginkgo biloba L, inicialmente as folhas secas
passam pelo processo de extracdo com acetona
e agua. Apos total eliminagdo da acetona por
evaporagdo, utiliza-se uma sequéncia de trata-
mentos para a eliminacdo das demais substan-
cias indesejaveis. O procedimento de extragdo e
a definicdo da composicdo quali e quantitativa
do extrato sdo rigorosamente controlados e pa-
dronizados 910, O produto final fica submetido
ao controle de qualidade e as metodologias ana-
liticas empregadas devem assegurar que a com-
posicdo final do extrato apresente 24% em con-
teddo de flavondides glicosideos e 6% de terpe-
nos 11.

O extrato seco de Ginkgo biloba L. foi defini-

do primeiramente como uma mistura complexa
de flavondides glicosideos e demais principios
ativos presentes nas folhas 2. O estudo fitoqui-
mico das folhas de Ginkgo biloba L. conduziu
ao isolamento e a caracterizagdo de terpenos e
de bioflavondides especificos da planta 1314, A
Tabela 1 apresenta as classes quimicas das
substancias encontradas no extrato de Ginkgo
biloba L. e seus representantes 912,14,

Em fun¢do do elevado contetddo de flavonoi-
des e demais principios ativos presentes no ex-
trato, a indicacéo terapéutica principal envolve a
circulagcdo cerebral periférica deficiente 1516, A
mais relevante propriedade pela qual os flavo-
noéides sdo amplamente reconhecidos é a pro-
tecdo vascular, a capacidade de reduzir a per-
meabilidade e a fragilidade capilar. Outros efei-
tos bioldgicos relatados na literatura envolvem
as atividades antimicrobiana, antiviral, antiulce-
rosa, antineoplasica, antiinflamatéria, antioxi-
dante, anti-hepatotéxica, anti-hipertensiva, antia-
lergéncia, antiagregacdo plaquetaria, antienvel-
hecimento e anticelulitica, dentre outras 17-19. O
extrato de Ginkgo biloba L. apresenta agédo anti-
radical livre significativa, promovendo a inati-
vacdo do radical superéxido (O,”) e posterior
interrupgdo na cadeia de producdo de radicais
livres 20. A acdo antioxidante dos flavondides
ocorre por meio de sua capacidade de inibir a
formacdo do radical superdxido e a atividade da
xantina oxidase, explicando sua propriedade va-
soprotetora. Os flavondides presentes no extrato

Classe quimica

Componentes

Flavonol monoglicosideo  Canferol-3-O-glicosideo, Quercetina-3-O-glicosideo, Isoamnetina-3-O-glicosideo,
Canferol-7-O-glicosideo, Quercetina-3-O-amnosideo,
3'-O-Metilmirecetina-3-O-glicosideo.

Flavonol diglicosideo

Canferol-3-O-rutinosideo, Quercetina-3-O-rutinosideo, Isoamnetina-3-O-rutinosideo,

3'-O-Metilmirecetina-3-O-rutinosideo, Siringetina-3-O-rutinosideo.

Flavonol triglicosideo

Canferol-3-O-[a-ramnosil-(1-2-)-a-ramnosil-(1-6)-]-B-glicosideo,

Quercetina-3-O-[a-ramnosil-(1-2-)-a-ramnosil-(1-6)-]-B-glicosideo,
Canferol-3-O-a-(6""-p-coumaroiglicosil)-f3-1,2-amnosideo,
Quercetina-3-0O-a-(6""-p-coumaroiglicosil)-B-1,2-ramnosideo.

Flavonol aglicona

Bioflavonoide
Sciadopitisina.

Terpenos

Acidos organicos

Canferol, Quercetina, Isoamnetina.

Amentoflavona, Bilobetina, 5’-metoxibilometina, Ginkgetina, Isoginkgetina,

Bilobalide, Ginkgolide A, Ginkgolide B, Ginkgolide C, Ginkgolide J.

Acetato, Acido shiquimico, 3-Metoxi-4-acido hidroxibenzdico,

4-Acido hidroxibenzoico, 3,4,-Diidroxibenzéico, 6-Acido hidroxiquinurénico,
Acido quinurénico, Acido ascérbico .

Outros compostos

Prodelfinidinas/procianidinas.

Tabela 1. Classes quimicas e componentes representantes presentes no extrato de Ginkgo biloba L.
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removem o superdxido aderido as paredes dos
vasos sanguineos em areas de trombose e prote-
gem as prostasglandinas da deterioragdo pelo
radical hidroxila e dos peroxidos lipidicos 21.22,
Este trabalho de pesquisa teve como objetivo
padronizar e validar a metodologia analitica pa-
ra a quantificacdo de flavonoides totais, equiva-
lentes em quercetina, no extrato seco de Ginkgo
biloba L. e em formas farmacéuticas do tipo
emulsdo o6leo-em-agua (O/A) e gel hidrofilico.
Envolveu a analise quali e quantitativa do extra-
to seco de Ginkgo biloba L. isolado e também
incorporado em formulag6es de uso tdpico.

MATERIAL E METODOS
Identificacdo dos flavondides no extrato
seco de Ginkgo biloba L.

A cromatografia de camada delgada (CCD)
foi empregada para a identificagdo dos flavonoi-
des totais, equivalentes em quercetina, presen-
tes no extrato seco de Ginkgo biloba L., utilizan-
do como fase estacionéria a placa de silica gel
60 F254 (20x20 cm) e, como fase mavel, tolue-
no:acetato de etila:acido férmico (72:24:16,
v/v/v). A distancia percorrida foi padronizada
em 10 cm, como revelador foi utilizada solugdo
metandlica a 1,0% (v/v) de difenilboriloxietami-
na e a radiagédo ultravioleta a 366 nm.

Foram aplicadas na placa cromatogréfica so-
lugBes de quercetina padrdo de referéncia se-
cundario (pureza = 89,365%, sem prévia purifi-
cagdo - Merck) e do extrato seco de Ginkgo bi-
loba L., (Laboratério Centroflora), na concen-
tragdo de 10 pg/mL em metanol P.A. Foram de-
terminados os valores da relacdo entre a distan-
cia percorrida pela amostra e a da fase moével
(Rf) e avaliados comparativamente aqueles obti-
dos com padrédo de referéncia secundario.

Linearidade

Para a verificagcdo da linearidade, foi elabora-
da a curva analitica com a solugdo estoque de
quercetina padrdo de referéncia secundario (pu-
reza = 89,365%) na concentracdo de 500,0
pg/mL em solugdo metandlica de acido acético
a 5% (v/v). A partir da solugdo estoque foram
preparadas diluigbes nas concentracfes de 2,68;
3,67; 4,47; 5,36; 6,26; 7,15; 8,04; 8,94; 9,83 e
10,72 pg/mL, que reagiram com 2,0 mL da so-
lugdo de cloreto de aluminio 2% (p/v), comple-
tando-se o volume com solugdo metandlica de
acido acético a 5% (v/v). Apds 30 min de repou-
so, procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro
a 429 nm, utilizando como branco o solvente
acrescido da solucdo de cloreto de aluminio.
Elaborou-se a curva analitica, verificando-se a li-

acta farmacéutica bonaerense - vol. 25 n° 2 - afio 2006

nearidade do método, empregando a obser-
vacdo visual e andlise estatistica adequada, ob-
tendo-se a equacdo da reta e o coeficiente de
correlaco linear 23-25,

Determinacgéo dos flavondides totais,
equivalentes em quercetina
Extrato seco de Ginkgo biloba L.

Foi preparada solugdo estoque do extrato se-
co de G. biloba L. (Laboratério Centroflora) a
1,0 mg/mL e, a partir desta, diluicbes no interva-
lo de concentracGes de 80,0 a 320,0 pg/mL. Foi
adotado o procedimento experimental descrito
no item anterior para a elaboracdo da curva da
resposta da absorbancia em funcédo da concen-
tracdo (ng/mL) de flavondides totais, equivalen-
tes em quercetina, utilizando a equacdo da reta
proveniente da curva analitica da quercetina
padréo de referéncia secundario, sendo avaliada
a linearidade.

Formulagdes cosméticas com extrato de Ginkgo
biloba L.

Foram empregadas as formas farmacéuticas
do tipo emulsdo 6leo-em-agua (O/A) e gel hi-
drofilico como veiculos para a incorporagéo do
extrato de Ginkgo biloba L. a 0,3% p/p. A com-
posicdo qualitativa da emulsdo envolveu os
componentes: alcool cetoestearilico e monoeste-
arato de sorbitano etoxilado (Croda), metilpara-
beno (Galena), propilparabeno (Galena), acido
etilenodiaminotetracético (Galena), copolimero
carboxivinilico (BF Goodrich), triacetato de gli-
ceromacrogol-7 (Brasquim), trietanolamina (Oxi-
teno), imidazolidinil uréia (lonquimica), butil hi-
droxitolueno (Galena), polimero acrilico C10-30
e alquil acrilato (BF Goodrich), alcool cetoestea-
rilico (Cognis), polimero de ciclometicone e di-
meticone (Dow Corning), ciclometicone (Dow
Corning) e agua destilada. A formulagdo gel hi-
drofilico apresentou as seguintes matérias-pri-
mas: metilparabeno (Galena), propilparabeno
(Galena), acido etilenodiaminotetracético (Gale-
na), copolimero carboxivinilico (BF Goodrich),
triacetato de gliceromacrogol-7 (Brasquim), trie-
tanolamina (Oxiteno), éter PPG-1/PEG-9 lauril
glicol (Cognis) e agua destilada.

A quantificacdo dos flavonoides totais equi-
valentes em quercetina, nas formulac6es foi va-
lidada em concordancia com as recomendagdes
da Legislacdo Brasileira e as informagfes dos
Compéndios Oficiais, a fim de assegurar a con-
fiabilidade e a reprodutibilidade da metodologia
analitica. Foram avaliadas a linearidade, a pre-
cisdo e a exatidao/recuperacao 24.
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Preciséo

A precisdo foi verificada por meio da repro-
dutibilidade de resposta oferecida pelo método
espectrofotométrico, avaliando-se a variabilida-
de entre as absorbancias pelo desvio padréo re-
lativo (DPR, %), expresso em porcentagem 2426,
Foram pesados cerca de 7,0 g das formulacGes
acrescidas do extrato Ginkgo biloba L., transferi-
das para bal6es de 50 mL, homogenizadas em
banho de ultrassom (Thorton T13) com q.s. de
solvente. Procedeu-se a centrifugagdo (centrifu-
ga Excelsa BABY, 208N) a 4.000 rpm, por 5
min. As aliquotas do sobrenadante (n = 10) rea-
giram com cloreto de aluminio a 2% (p/v) e a
guantificacao dos flavondides totais equivalentes
em quercetina, foi estimada por meio das ab-
sorbancias obtidas e da equacdo da curva anali-
tica da quercetina padrdo de referéncia secun-
dario. Como branco foi utilizado o solvente
acrescido da solugdo de cloreto de aluminio,
preparado de forma similar a amostra.

Exatiddo/Recuperacéo

Avaliado por meio da comparacdo entre a
concentracdo de quercetina obtida das formu-
lacBes contendo o extrato Ginkgo biloba L. e a
tedrica. Foi verificada também a recuperacdo da
guercetina padrao de referéncia secundario.

Foram pesadas exatamente cerca de 6,0 g
das formulagBes, seguindo o mesmo procedi-
mento descrito anteriormente. As aliquotas das
formulacGes acrescidas de quercetina padréo de
referéncia secundério (n = 9) foram obtidas nas
concentragbes de 40,0; 100,0 e 180,0 pg/mL,
compondo as concentragdes minima, interme-
diaria e méxima, em concordancia com a curva
analitica.

A exatiddo/recuperacdo foi calculada consi-
derando a concentragdo teorica de flavonodides
totais, equivalentes em quercetina, considerando
a equacao da reta obtida pelo método dos qua-

drados minimos por meio da curva analitica
25,27,

RESULTADOSE DISCUSSAO
Identificacdo dos flavondéides no extrato
seco de Ginkgo biloba L.

Os cromatogramas obtidos resultaram em Rf
idénticos (iguais a 0,75) para a quercetina
padrdo de referéncia secundario e o extrato se-
co de Ginkgo biloba L., confirmando a identifi-
cacao positiva do flavondide quercetina.

Linearidade
A metodologia analitica apresentou linearida-
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de de resposta no intervalo de concentragdes
2,6 e 10,7 ug/mL de quercetina padrdo de re-
feréncia secundario. A equacéo da reta e o coe-
ficiente de correlacéo linear foram obtidos pelo
tratamento estatistico da regressdo linear. A
Equacdo 1 representa a equacdo da reta da cur-
va analitica da quercetina padrdo de referéncia
secundario, onde y é absorbancia e x é concen-
tracdo de quercetina padrdo de referéncia se-
cundario:

y = 0,085 x - 0,0169 o)
r2 = 0,9978

A partir da obtencdo de uma reta para a cur-
va analitica e do coeficiente de correlagdo linear

(r2) 0,9978, foi verificada a linearidade do méto-
do 24.26,27,

Quantificacdo dos flavondides totais
equivalentes em quercetina
Extrato de Ginkgo biloba

Na Tabela 2 verifica-se o resultado da quan-
tificacdo de flavondides totais, equivalentes em
guercetina, no extrato seco de Ginkgo biloba L.
com valor médio de 37,04 pg/g.

Concentracao do EGb

(ug/mL) Absorbancia CF (ng/g)

80,0 0,2495 39,13
120,0 0,3628 37,18
160,0 0,4901 37,23
200,0 0,5548 37,24
220,0 0,6588 36,09
240,0 0,7220 36,18
260,0 0,8040 37,10
280,0 0,8623 36,89
300,0 0,9186 36,64
320,0 0,9550 36,68

Média = 37,04

Tabela 2. Quantificacdo espectrofotométrica dos fla-
vonoides totais, equivalentes em quercetina, presen-
tes no extrato seco de Ginkgo biloba L., a 429 nm.
EGb: extrato de Ginkgo biloba L.; CF: concentra¢io
de flavondides totais, equivalentes em quercetina.

Formulagdes com extrato de Ginkgo biloba L.

A partir dos resultados obtidos na validacio
do método analitico (Precisdo e Exatiddo/Recu-
peracdo) foi verificado que o procedimento de
extracdo dos flavonodides totais, equivalentes em
guercetina, presentes nas formulagbes cosméti-
cas emulsdo e gel atendeu as exigéncias da lite-
ratura 2425,



Precisdo

As Tabelas 3 e 4 informam os valores obti-
dos da precisdo calculada por meio do desvio
padrao relativo para a emulsdo e o gel contendo
0 extrato seco de Ginkgo biloba L.

Em concordéancia com as informacgdes da li-
teratura o método espectrofotométrico aplicado
na quantificagdo de flavondides totais, equiva-
lentes em quercetina, foi validado. O desvio
padrao relativo obtido ndo excedeu o valor limi-
te de 5% (0,51% para a emulsdo e 0,58% para o
gel) em ambas as formulagdes em estudo, indi-
cando dispersdo reduzida das respostas espec-
trofotométricas (absorbancias obtidas a 429 nm)
para as aliquotas das amostras (n = 10) (24,27).

Exatidao/Recuperacéo de quercetina

Na construcdo das Tabelas 5 e 6 foi conside-
rado o contetdo de flavondides totais, equiva-
lentes em quercetina, no extrato de Ginkgo bilo-
ba L. igual a 37,04 ug/g. Foram calculados os
valores das concentra¢des de flavonoides totais,
equivalentes em quercetina, nas formas emulsao
e gel empregando a equacdo da reta da curva
analitica (Equacéo 1).

Os valores obtidos na exatiddo/recuperagéo
ndo excederam a * 10%, representando exatiddo
préxima a 100% (valores médios de 104,4% para
a emulsdo e 106.4% para o gel), concordando
com a literatura. O método espectrofotométrico
empregado para a quantificacdo de flavondides
totais, equivalentes em quercetina, nas formas
emulsdo e gel, foi validado quanto a exatidao,
apresentando recuperacdo do padrdo de quer-

cetina nos intervalos de concentragdo utilizadas
24,25,27

CONCLUSOES

A metodologia analitica apresentada por
Stahl & Schild 23, modificada para a quantifi-
cacao de flavondides totais, equivalentes em
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Absorbancia CF Desvio padr&o  Desvio Padréo
(ng/mL) (MgmL)  Relativo (%)
03850 83,94
03801 8291
0,3842 83,77
0,3882 84,60
0,3864 84.23
0,3855 83,94 0,432 0,51
0,3888 84,61
0,3882 84,60
0,3842 83,77
0,3882 84,60
Média 83,89

Tabela 3. Precisdo do método espectrofotométrico a
429 nm na avaliagdo da emulsdo O/A, contendo 0,3%
(p/p) do extrato seco de Ginkgo biloba L. CF: con-
centracdo de flavondides totais, equivalentes em
guercetina.

Absorbancia CF Desvio padrédo Desvio Padréo
(ug/mL) (ug/mL) Relativo (%)
0,4188 90,71
0,4187 90,68
0,4180 90,54
0,4187 90,68
0,4166 90,27
0,4180 90,54 0,529 0,58
0,4189 90,72
0,4190 90,75
0,4251 92,02
0,4187 90,68
Média 90,02

Tabela 4. Precisdo do método espectrofotométrico a
429 nm na avaliacdo do gel hidrofilico, contendo
0,3% (p/p) do extrato seco de Ginkgo biloba L. CF:
concentragdo de flavonoides totais, equivalentes em
quercetina.

Cemul CE CP CT CR Exatidao
(ng/mL) (Mg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (%)
72,08 2,67 1,42 4,09 4,32 105,6
72,14 2,67 3,57 6,24 6,48 103,8
72,03 2,67 6,43 9,10 9,44 103,7

Tabela 5. Determinagdo da concentracdo de flavondides totais, equivalentes em quercetina, na emulsdo O/A
adicionada do extrato seco de Ginkgo biloba L. e quercetina padrdo na avaliagdo da exatiddo/recuperacdo do
padrdo do método espectrofotométrico. CEmul: concentragdo (ug/mL) do extrato seco de Ginkgo biloba L. na
emulsdo O/A; CE: concentragdo (ug/mL) dos flavonoides totais, equivalentes em quercetina, no extrato seco de
Ginkgo biloba L.; CP: concentragdo (ug/mL) de quercetina padrdo de referéncia secundario; CT: concentragdo
tedrica (ug/mL) dos flavondides totais, equivalentes em quercetina, considerando a quercetina padrdo de re-
feréncia secundario e o extrato seco de Ginkgo biloba L.; CR: concentragdo (ug/mL) de quercetina calculada na

emulsdao O/A.
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CGe CE CP CT CR Exatid&o
(ng/mL) (hg/mL) (ng/mL) (hg/mL) (hg/mL) (%)
73,55 2,72 1,42 4,14 4,50 108,7
71,91 2,66 3,57 6,23 5,82 107,1
70,43 2,61 6,43 9,04 8,57 103,3

Tabela 6. Determinacdo da concentragdo de flavondides totais, equivalentes em quercetina, no gel hidrofilico
adicionado do extrato seco de Ginkgo biloba L. e quercetina padrdo na avaliacdo da exatiddo/recuperagdo do
padrdo do método espectrofotométrico. CGel: concentragdo (ug/mL) do extrato seco de Ginkgo biloba L. no gel
hidrofilico; CE: concentracdo (ng/mL) dos flavondides totais, equivalentes em quercetina, presentes no extrato
seco de Ginkgo hiloba L.; CP: concentracdo (ug/mL) de quercetina padrdo de referéncia secundario; CT: con-
centracdo tedrica (ug/mL) dos flavondides totais, equivalentes em quercetina, considerando a quercetina padréo
de referéncia secundario e o extrato seco de Ginkgo biloba L.; CR: concentragao (ug/mL) de quercetina calcula-

da no gel hidrofilico.

quercetina, apresentou facilidade da realizagdo
além da vantagem de ser relativamente econé-
mica e gerar resultados diretos em periodo de
tempo reduzido. O procedimento foi adequado
para a caracterizacdo e a quantificacdo dos fla-
vona@ides totais presentes no extrato seco padro-
nizado de Ginkgo biloba L., equivalentes em
guercetina, e nas formulagdes emulsdo 6leo-em-
agua (O/A) e gel hidrofilico, sendo a metodolo-
gia validada quanto a especificidade, linearida-
de, precisdo e exatiddo/recuperacéo do padréo.
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