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RESUMO. O trabalho teve por objetivo desenvolver solucoes extrativas a partir das flores de Calendula
offcinalis L., pelo processo de maceraciao (MAC) e de turbo-extracio (TURB), empregando planejamento
fatorial 32 (dois fatores e trés niveis), para avaliar a influéncia do tempo de extracdo (MAC = 5,10 e 15
dias; TURB = 5, 15 e 25 min) e da relaciao planta:solvente (2,5,7,5 e 12,5%, m/V) sobre o teor de flavonoi-
des totais e residuo seco nas solucdes extrativas. Para o processo de maceracio, a relacdo planta: solvente
de 12,5% e o tempo de 15 dias resultaram nas melhores condi¢coes para alcancar um maior teor de flavo-
noéides totais, em relacéio a turbo-extracio que obteve o0 mesmo desempenho em 5 min. Para ambos os pro-
cessos, o residuo seco foi proporcional a relacio planta:solvente.

SUMMARY. “Technological Development of Hydroalcoholic Extractive Solutions from Calendula officinalis L.
Flowers by using Factorial Design”. The work aimed at the development of extractive solutions from the flowers
of Calendula officinalis, through maceration (MAC) and turbo-extraction (TURB) processes, employing the 32
(two factors and three levels) factorial design, in order to evaluate the influence of the time (MAC =5, 10 and 15
days; TURB = 5, 15 and 25 min) and of the plant: solvent ratio (2.5, 7.5 and 12.5%, w/v) on the flavonoid con-
tent and the dry residue yields in the extractive solutions. For the maceration process, the 12.5% (w/v) plant: sol-
vent ratio over 15 days were the best conditions to achieve the highest flavonoid content, in the turbo-extraction
process the same performance was achieved in 5 min. For both processes the dry residue was proportional to the

plant: solvent ratio.

INTRODUCAO

A Calendula officinalis L. (Asteraceae) ¢
uma planta exotica, originaria do Mediterrineo,
popularmente conhecida no Brasil, como “mara-
vilha”, “bem-me-quer”, “margarida dourada” e
caléndula. Os extratos das flores sao tradicional-
mente utilizados em preparacoes de uso topico,
para o tratamento de eritemas solares, queima-
duras e dermatoses secas, como antiinflamatério
e cicatrizante 13, cujas propriedades tem sido
comprovadas experimentalmente 47 e atribuidas
em grande parte aos flavonoides 289.

Os fitoterapicos resultam das etapas do pro-
cessamento da matéria-prima vegetal, sendo que

a qualidade do medicamento é o resultado da
qualidade de cada etapa a comecar pela origem
da planta e cuidados pos-colheita até a sua
transformacio em matéria-prima farmacéutica,
que por sua vez, depende da aceitacio de crité-
rios de qualidade bem estabelecidos. Para tanto,
a Farmacopéia Brasileira estabelece monografias
para plantas medicinais, dentre elas, a da calén-
dula, incluida em 2001 10,

Analisando os critérios estabelecidos pela le-
gislacio para o registro de produtos fitoterapi-
cos no Brasil, desde 1995, com a Portaria n°® 6 11
e mais recentemente pela RDC 48 de 2004 12, e
pela Politica Nacional de Plantas Medicinais e
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Fitoterdpicos 13, torna-se cada vez mais evidente
a necessidade de se estabelecer critérios de
aceitacio da qualidade, para cada etapa do pro-
cesso produtivo, visando o desenvolvimento
sustentdvel e econdémico.

Portanto, o presente trabalho pretende con-
tribuir para o desenvolvimento tecnolégico de
solucoes extrativas, a partir de flores cultivadas,
visando otimizar o teor de flavondides totais, se-
lecionados como marcadores quimicos, e soli-
dos totais extraidos (residuo seco), para dois
processos extrativos: a macera¢io e a turbo-ex-
traco, utilizando o planejamento fatorial.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Foram utilizadas flores da Calendula offici-
nalis, cultivadas no municipio de Rio do Sul
(SO, plantadas nos meses de abril a junho e co-
lhidas de maio a julho de 2006, manualmente,
sempre no periodo da manha. C. officinalis foi
cultivada em caixotes, providos de luz solar
abundante e abastecidos por uma esterqueira
orginica, composta por restos vegetais, lenho-
sos e alimenticios.

Andlise microscopica

Para andlise dos caracteres microscopicos, as
estruturas do capitulo floral da C. officinalis fo-
ram visualizadas, in natura ou apés tratamentos
de clareamento e coloracio, fotografadas do mi-
croscopio estereoscopico (Leica Zoom, 2000), e
microscopio optico (Leica, CME) nos aumentos
de 100, 200 e 400 vezes, e comparadas com a
sua descricao farmacopeica 10. Para a visualiza-
¢do das gotas de oleo, uma parte das flores foi
hidratada, imersa em uma soluc¢io de hipoclori-
to de sodio (2%) para clareamento, e submeti-
das a coloracao com o corante Sudam III. Apdos
a selecdo e/ou tratamento, cada estrutura foi co-
locada sobre uma lamina e coberta por uma la-
minula, com a excecio dos frutos secos.

Matéria-prima vegetal

Ap06s a colheita, o material vegetal foi tratado
manualmente por meio da selecio das flores,
eliminacio de material estranho e secagem a
temperatura ambiente (27 + 2 °C), ao abrigo da
luz solar. Realizou-se um acompanhamento gra-
vimétrico do processo de secagem das flores no
decorrer do tempo (dias), expressando-se a per-
da por secagem em g % para cada colheita.
Ap6s a estabilizacio da perda por secagem, as
flores foram armazenadas em envelopes de pa-
pel pardo. Ao final de todos os processos, as
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flores secas, foram submetidas ao processo de
moagem em moinho de martelos (Marconi, MA
600), com abertura de malha de saida de 3 mm.
Ao final, as flores procedentes de cada colheita
foram misturadas, representando um tunico lote
de matéria-prima vegetal.

Caracterizacdo da matéria-prima vegetal
Determinacdo da perda por dessecagdo

O teor de umidade foi determinado por ba-
lanca de secagem por infra-vermelho (Metler
Toledo, 1J 16), a partir de cerca de 300 mg das
flores secas e moidas. Os resultados expressam
a média de 11 determinacoes.

Andlise granulométrica

Cerca de 50,0 g da amostra foram submeti-
dos a passagem por tamises, previamente tara-
dos, com aberturas de malha de 0,710, 0,500,
0,300, 0,212, 0,150 e 0,075 mm. A tamisacdo foi
realizada a 60 vibra¢cdes por segundo durante 15
min em tamisador (BerteD). Em seguida, as fra-
¢coes retidas nos tamises e no coletor foram pe-
sadas. Para a analise dos dados foi empregado o
calculo do didmetro médio de particulas e o his-
tograma de distribuicao granulométrica 4. O en-
saio foi realizado em triplicata.

Determinacdo do teor de extrativos

Cerca de 1 g (exatamente pesado) da amos-
tra, foi extraido com 100,0 mL de dgua, sob de-
cocgdo, durante 10 min. Apoés resfriamento, o
volume foi reconstituido com agua e filtrado,
desprezando-se os primeiros 20 mL. Em cadi-
nhos de porcelana, previamente tarados, 20,0 g
do filtrado foram evaporados a secura, e leva-
dos a estufa a 100 + 5 °C, para sua dessecacdo
até peso constante. Os resultados estao expres-
sos pela média de trés determinacdes, com trés
repeticoes, segundo a equacao [1] 15.

g FD-100

pd
1 lJ(})

TE = [1]
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onde, TE = teor de extrativos (%, m/m); g =
massa (g) do residuo seco; FD = fator de dilui-
¢ao (5); m = massa (g) da amostra e pd = perda
por dessecacio da amostra (%, m/m).

Determinacdo do teor de flavondides totais

O teor de flavondides totais foi determinado
em espectrofotdmetro (Schimadzu, UVPC 1601),
conforme descrito na sua monografia farmaco-
peica 19. Os resultados foram expressos em per-
centual de flavondides totais, calculados como



hipersosideo (C,;H,(01,), pela média de trés de-
terminacdes, utilizando a equacao [2].
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onde, TFT = teor de flavondides totais (m/m); A
= absorbancia lida (AUFS); FD = fator de dilui-
cdo (62500); m = massa da amostra (g); pd =
perda por dessecacao da amostra (%, m/m); e =

Ellog = 500, absor¢io especifica do complexo
AICls- hiperosideo (C;;H;¢O1).

Desenvolvimento das solucdes extrativas

Para avaliar a influéncia dos fatores especifi-
cos sobre as propriedades da solucio extrativa
foi realizado delineamento fatorial 16 do tipo 32
onde foram estudados 2 fatores (fator A: tempo
de extracao; fator B: relacio planta:solvente) em
3 niveis para cada método extrativo (fator B:
2,5, 7,5 e 12,5: 100). Foram avaliados os méto-
dos de extracao por maceracio (fator A: 5, 10 e
15 dias) e turbo-extracao (5, 15 e 25 min). Os
experimentos foram ordenados ao acaso e sem
reposicao. A influéncia dos fatores foi avaliada
através do residuo seco e teor de flavondides
totais.

Caracterizacdo das solucoes extrativas de
Calendula officinalis L.
Determinacdo do pH '’

O pH da solucao extrativa foi determinado
em potencidmetro (Digimed, DM 20) calibrado
com solugdes tampao de fosfato e acetato, pH
7,0 e 4,0, respectivamente. O resultado foi cal-
culado pela média de cinco determinacdes.

Determinacdo do residuo seco 18

Em pesa-filtros, previamente tarados, cerca
de 20,0 g (exatamente pesados) da amostra fo-
ram evaporados a secura em banho-maria, e le-
vados a estufa a 100 + 5 °C, para a sua desseca-
¢do até peso constante. Os resultados foram ex-
pressos em percentagem de residuo seco (m/m)
calculados através da média de quatro determi-
nacdes, com trés repeticoes.

Determinacdo do teor de flavonoides totais 19

O teor de flavondides totais foi determinado
a partir de cerca de 15 g (exatamente pesados)
da amostra. As etapas posteriores seguiram con-
forme descrito para a matéria-prima vegetal 10.
Os resultados foram expressos em percentual de
flavondides totais, calculados como hiperosideo
(Cy1H001), pela média de trés determinacoes,
através da equacio [3].
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A - FD
TFT = — (3]
e-m

onde TFT = teor de flavondides totais (m/m); A
= absorbancia lida (AUFS); FD = fator de dilui-
cao (312,5); m = massa da solucio extrativa (g);
e = Ellzom = 500, absorcao especifica do comple-
x0 AlCl;- hiperosideo (Cy;HyO1)).

Andlise cromatogrdfica em camada delgada 10

Foram empregadas as condi¢des descritas na
sua monografia 19: 4cido férmico anidro; acido
acético glacial; agua; acetato de etila
(11:11:27:100, V:V) como eluente, cromatoplacas
de gel de silica (Merck®, GF,5,), como suporte,
solucao metanodlica de difenilboriloxi-etilamina a
0,5% (Reagente Natural A), solucao metandlica
de polietilenoglicol 2000 a 30% (m/V), e obser-
vagio sob luz UV em 365 nm como reveladores.
Como substancia de referéncia foi utilizada a ru-
tina dissolvida em metanol.

Andlise estatistica

Os experimentos para a otimizacio do pro-
cesso extrativo, executado através de um plane-
jamento fatorial 32 (dois fatores em trés niveis),
foram analisados através de andlise de regressio
multipla 1620 ¢ curvas de superficie de respostas
construidas a partir das equagdes ajustadas pela
regressdo, com auxilio do software Statgraphics
Plus ® 5.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A verificacio da autenticidade do material
vegetal é primordial no desenvolvimento dos fi-
toterdpicos e pode ser verificada por meio de
ensaios de identificacdo macro e microscopicos
e métodos cromatograficos. As caracteristicas
microscopicas das flores da C. officinalis usadas
neste trabalho foram comparadas com a corres-
pondente descricio (Tabela 1) e ilustracio de
referéncia (Fig. 1-K) na sua monografia farmaco-
peica 10, atestando-se a sua identidade botanica
(Fig. 1-A 2 ).

As operacoes preliminares, como triagem e
secagem, foram realizadas logo apds a colheita
das flores da Calendula officinalis. O controle
da perda por secagem (PS) (Fig. 2) das flores,
em temperatura ambiente, ao abrigo da luz so-
lar, permitiu verificar que a média da perda por
secagem das flores frescas (n = 4 colheitas) foi
de 50,32 £ 7,67%.

Com excecao da colheita 1, observou-se um
padrio no comportamento de perda por seca-
gem das flores da caléndula, que pode ser vi-
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Estruturas Descric¢ao farmacopeica 18

Capitulo

Composto por corolas liguladas com células retangulares, alongadas, de contorno

levemente sinuoso, com cuticula estriada, destituida de estdmatos.

Corola ligulada

Apresenta numerosas gotas de 6leo de coloracao amarelo-alaranjada a amarelo clara nas

células do seu parénquima subjacente

Tricomas
cOnicos de apice arredondado

Graos de pdlen

Frutos

Ocorrem na regido basal da face abaxial. Tipo tectores longos multicelulares bisseriados

Equinados, tricolpados, com cerca de 45 pm de didmetro

Forma navicular, com ornamentacdes dentadas na face dorsal

Tabela 1. Caracteristicas botanicas identificadas nas flores de C. officinalis.

Figura 1. Microscopia da C. officinalis L. A. flor pisti-
lada ligulada; B. tricoma multicelular bisseriado do tu-
bo da corola da flor ligulada. C. epiderme da ligula
com cuticula estriada; D. parénquima da ligula con-
tendo gotas de Oleo; E. anteras da flor tubulosa; F.
corola da flor tubulosa do disco; G. fruto; H. grio de
polen tricolpado; I. fragmento de ligula; J. detalhe do
parénquima com gotas de 6leo na porc¢io indicada
em I. (Fotos realizadas pelo professor MSc. René Ar-
tur Ferreira). K. Desenho de referéncia da microsco-
pia de C. officinalis 18.

sualizado na curva da Figura 2, demonstrado
por um pico de perda apés cerca de 8 dias, se-
guido de um decréscimo acentuado apds inter-
valo de mais 3 dias.

Conforme demonstra a curva de secagem
(Fig. 2), a perda por secagem estabilizou apés o
tempo médio de 20 + 8 dias, porém, no udltimo

16

|+ colheita 1 —=— colheita 2 —&— colheita 3 —— caolheita 4

}

m

o o
L '

MoW &M
o 2 o o
L L L L

perda por secagem (%

o o

0 5 10 15 20 25 il k=) 40 45 =0
tempo de secagem (dias)

Figura 2. Curva de secagem das flores de C. officina-
lis a temperatura ambiente.
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Figura 3. Distribuicio granulométrica das flores de C.
officinalis secas e moidas.

dia, verificou-se um discreto aumento na umida-
de das flores, evidenciando as trocas com a
umidade do ambiente.

Os resultados obtidos para a caracteriza¢ao
da matéria-prima vegetal encontram-se descritos
na Tabela 2.

A perda por dessecacio da matéria-prima
vegetal estd em conformidade ao teor maximo
de umidade de 12% 10, demonstrando que as
operacoes preliminares foram efetivas.

Observa-se que os limites de tamanho para a
classificacao da granulometria dos pés nao é
unianime na literatura técnica. Em geral, a esco-
lha da granulometria é realizada conforme a fi-
nalidade proposta, de modo a facilitar o proces-
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Ensaio Resultado Especificacio
farmacopeica '®
Perda por dessecacio (%) 11,98 + 0,31 (2,65) 8a 14%

Granulometria média (pm)
Teor de extrativo solivel em dgua (%, m/m)

Teor de flavondides totais (g %)

509,50 + 38,19 (7,49)
27,65 £ 2,95 (10,68)
1,05 + 0,28 (26,73)

Nada consta
Nada consta

Nao deve ser inferior a 0,4%

+

Tabela 2. Resultados expressos pela media
moidas de C. officinalis. DPR % = desvio padrio relativo.

so seguinte. Por exemplo, para os processos de
extracio, recomenda-se uma determinada gra-
nulometria, segundo o tipo de droga vegetal.
Para flores, recomenda-se o corte grosso (dia-
metro médio de 5 a 10 mm), para lenhos, cas-
cas, raizes, rizomas e sementes, o corte semi-fi-
no (didmetro médio de 0,5 a 5 mm) 21,

A distribuicao granulométrica (Fig. 3) das flo-
res secas e moidas mostra que cerca de 50% do
p6 tem um tamanho médio de 750 pym, e a ou-
tra metade concentra-se na faixa de 300 a 500
pm, caracterizando uma distribui¢io bimodal,
com granulometria média de 509,52 pm. Possi-
velmente, esta caracteristica seja decorrente do
padrio de ruptura das flores secas e do tipo de
moinho utilizado. A classificacio da Farmaco-
péia Brasileira 10 denomina pé grosso, quando
100% das particulas sio menores que 1,7 mm e
no maximo 40% € menor que 355 pm. O p6 das
flores de C. officinalis situa-se nesta faixa, sen-
do apenas 25% menor que 300 pm.

O teor de extrativos determinado neste traba-
lho indica a presenca de compostos hidrossolid-
veis 2 quente presentes no material vegetal. Mui-
to embora nio integre o conjunto dos ensaios
farmacopeicos na sua monografia inscrita na Far-
macopéia Brasileira, tampouco seja indicativo
dos constituintes ativos, o teor de extrativos re-
presenta uma técnica de facil execucio e econo-
micamente vidvel, relevante por estabelecer con-

Residuo seco (%)

Concentragao (%)

Tempo (dias)

Figura 4. Superficie de respostas para o Residuo Seco
das solugoes extrativas de C. officinalis obtidas por
maceracao (Tempo: 1 = 15 dias, 0 = 10 dias e -1 = 5
dias; Conc: 1 =12,5%; 0 =7,5 %; -1 = 2,5 %).

desvio padrio (DPR %, para a caracterizacio das flores secas e

di¢cdes adicionais para controle de qualidade de
matérias-primas vegetais, conforme recomenda-
¢a0 da Organizacio Mundial da Saide 22,23,

O TFT obtido para a matéria-prima vegetal
foi bastante superior ao limite minimo recomen-
dado em sua monografia farmacopeica 19, asse-
gurando qualidade para estes marcadores.

Ap6s a caracterizacdo da matéria-prima vege-
tal, deu-se inicio ao desenvolvimento das solu-
¢cOes extrativas pelos métodos de turbo-extracio
e maceracio seguindo um planejamento fatorial.
O controle da qualidade foi realizado para a
cromatografia em camada delgada, o pH, o resi-
duo seco, e o teor de flavondides totais. Para
cada método de extracio, as respostas estuda-
das (RS e TFT) foram ajustadas através de um
modelo matematico de segunda ordem de acor-
do com a equacio: Y= fy + Bi*Conc + B*T +
P12 Conc*T + PBy1*Conc+ Br*T? | onde y = res-
posta estudada, f... Brp = coeficientes, Conc =
concentracio de flavondides totais na solucao
extrativa, 7' = tempo de maceracao ou turbo-ex-
tracao.

A Tabela 3 descreve os resultados da analise
por cromatografia em camada delgada.

Segundo a Farmacopéia Brasileira 10, as man-
chas alaranjadas com Rf proximo a 0,35 sdo cor-
respondentes a rutina e as manchas verdes com
Rf proximo a 0,55, correspondem ao acido clo-
rogénico. De acordo com a especificacio farma-
copeica 19, também se espera visualizar uma
banda de fluorescéncia amarelada logo abaixo
da rutina e outra entre as manchas correspon-

Manchas Rf aproximado Coloraciao
1 0,45 Amarelada
2 0,59 Alaranjada claro
3 0,65 Amarelada
4 0,86 Esverdeada claro

Tabela 3. Anilise de cromatografia em camada delga-
da das solucoes extrativas hidroetandlicas das flores
secas e moidas de C. officinalis.

17



SOUZA AP.T.B.de, BARNI S.T., FERREIRA R.A. & COUTO A.G.

dentes 2 rutina e ao 4cido clorogénico. Todas as
solucoes extrativas obtidas por ambos os méto-
dos apresentaram 4 manchas, com intensidade
proporcional a concentracao planta:solvente,
correspondendo 2 mesma seqiiéncia de eluicao
da monografia farmacopeica 19, porém com os
valores de Rf descritos na Tabela 3.

Os valores da determinacio do pH, dos ex-
tratos obtidos por maceracio e turbo extracio
estio descritos na Tabela 4. E possivel verificar
que o pH dos diferentes extratos se encontram
proximos a neutralidade, o que é bastante im-
portante para a sua manipulacio nos diferentes
processos futuramente empregados. Dos fatores
estudados, os resultados sugerem que a concen-
tracio é o fator que mais exerce influéncia, le-
vando a um ligeiro decréscimo do pH com o
aumento da concentracio.

Os valores da determinacio de residuo seco
das solugdes extrativas das flores secas e moidas
de C. officinalis obtidas por maceracio e turbo
extracao estdo descritos na Tabela 5.

Os dados experimentais do RS das solucoes
extrativas obtidas por maceracio foram ajusta-
dos através do modelo quadritico (RS = 2,2842
+ 0,007*T + 0,078*T + 1,17433*Conc — 0,0883*T2
+ 0,05625*T*Conc — 0,2933*Conc?), sendo que

cerca de 98,96 % da variacio experimental pode
ser explicada pelo modelo proposto (12 =
0,9723). De acordo com a analise de variancia,
apenas o coeficiente linear da concentracio,
apresentou significincia estatistica (p = 0,0005).
A significincia do coeficiente é refletida no gra-
fico de superficie de resposta (Fig. 4), onde po-
de ser constatado que a concentracio foi o fator
a apresentar maior influéncia, devido ao maior
grau de significincia, sobre o RS das solucoes
extrativas.

Os dados experimentais do RS das solucoes
extrativas obtidas por turbo-extracio foram ajus-
tados através do modelo quadritico (RS =
2,55244 + 0,492833*T + 1,28217*Conc —
0,148167*T2 + 0,3005*T*Conc — 0,188167*Conc?),
sendo que cerca de 98,53% da variacio experi-
mental pode ser explicada pelo modelo proposto
(12 = 0,9608). De acordo com a andlise de varian-
cia, tanto o coeficiente linear da concentracao,
como o do tempo, apresentaram significincia es-
tatistica (p = 0,0155 e p = 0,0010). A significincia
dos coeficientes € refletida no grafico de superfi-
cie de resposta (Fig. 5), onde pode ser constata-
do que a concentracio e o tempo foram fatores a
apresentar influéncia, devido ao maior grau de
significincia, sobre o RS das solugcdes extrativas.

Relacio planta : solvente

Solucdes Extrativas 2,5 % 7,5 % 12,5 %

MAC 05 dias 5,99 + 0,031 (0,527) 5,77 + 0,050 (0,866) 5,65 + 0,027 (0,477)
MAC 10 dias 6,17 + 0,016 (0,265) 5,88 + 0,034 (0,583) 5,79 + 0,041 (0,717)
MAC 15 dias 6,19 + 0,016 (0,270) 5,86 + 0,070 (0,120) 5,78 + 0,021 (0,374)
TURB 05 min 6,22 + 0,029 (0,474 5,90 + 0,021 (0,371) 5,72 + 0,024 (0,422)
TURB 15 min 5,97 + 0,052 (0,870) 5,79 + 0,016 (0,275) 5,72 £ 0,029 (0,513)
TURB 25 min 6,06 + 0,038 (0,638) 5,76 + 0,009 (0,169) 5,69 + 0,012 (0,222)

Tabela 4. Resultados do pH (média + desvio padrao, DPR %) das solucdes extrativas das flores secas e moidas
de C. officinalis. (DPR %) = desvio padrio relativo, MAC = maceracao; TURB = turbo-extracao; os nimeros 5,

10, 15 e 25 referem-se ao tempo de extraco.

Relacio planta:solvente

Solu¢des extrativas

2,5%

7,5 %

12,5 %

MAC 5 dias
MAC 10 dias
MAC 15 dias
TURB 5 min
TURB 15 min
TURB 25 min

0,698 + 0,025 (3,70)
0,824 + 0,034 (4,14)
0,751+ 0,025 (3,33)
0,822 + 0,032 (3,96)
0,980 + 0,037 (3,85)
1,148 + 0,05 (4,36)

2,383 + 0,056 (2,35)
2,199 + 0,058 (2,65)
2,094 + 0,057 (2,77)
1,936 + 0,042 (2,21)
2,386 + 0,035 (1,47)
3,039 + 0( 0)

2,899 + 0,038 (1,31)
3,243 + 0,032 (0,99)
3,177 + 0,035 (1,10)
2,600 + 0,039 (1,54)
3,915 + 0,123 (3,15)
4,128 + 0,008 (0,19)

Tabela 5. Resultados do residuo seco (%) expressos pela média + desvio padrao (DPR %) das solucdes extrati-
vas das flores secas e moidas de C. officinalis. (DPR %) = desvio padrao relativo; MAC = maceracio; TURB =

turbo-extracao; os nimeros 5, 10 e 15 referem-se ao tempo de extracdo.
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Relacio planta:solvente

Soluc¢des extrativas 2,5% 7,5% 12,5%

MAC 5 dias 4,85 + 0,18 (3,83) 14,30 + 0,89 (6,26) 55,3 + 5,42 (9,80)
MAC 10 dias 6,63 + 0,31 (4,66) 60,30 + 0,98 (1,64) 31,20 + 4,39 (14,07)
MAC 15 dias 18,80 + 1,03 (5,48) 14,80 + 1,85 (12,50) 76,00 + 3,2 (4,21
TURB 5 min 5,43 + 0,36 (6,63) 39,00 £ 0,67 (1,72) 63,30 + 6,8 (10,82)
TURB 15 min 7,17 + 0,11 (1,65) 48,8 £ 0,91 (1,87) 35,10 = 1,2 (3,49)
TURB 25 min 5,86 + 0,04 (0,80) 11,3 + 0,83 (7,38) 17,60 £ 1,6 (9,09)

Tabela 6. Teor de flavondides totais (mg%) expressos

pela média + desvio padrao (DPR%) das solucdes extrati-

vas das flores secas e moidas de C. officinalis (DPR%) = desvio padrio relativo; MAC = maceracio; TURB = tur-
bo-extra¢do; os ndmeros 5, 10, 15 e 25 referem-se ao tempo de extracio.

0.5
08
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1 Concentracéo (%)

Residuo Seco (%)
= = kW = n

106 02 02 g
Termpo (min)

Figura 5. Superficie de respostas para o Residuo seco
das solucoes extrativas de C. officinalis obtidas por
turbo-extracao (Tempo: 1 = 25 min, 0 = 15 min e -1 =
5 min; Conc: 1 = 12,5%; 0 = 7,5 %; -1 = 2,5%).

Os resultados do teor de flavondides totais
estao descritos na Tabela 6.

Para as solugdes extrativas obtidas por mace-
racao, os dados experimentais de TFT foram
ajustados através do modelo quadritico (TFT =
31,1567 + 5,85833*T + 22,0367*Conc — 2,035*T2
+ 1,6875*T*Conc + 2,33*Conc?), sendo que ape-
nas cerca de 57,90% da variacao experimental
pode ser explicada pelo modelo proposto. De
acordo com a analise de varidncia, nenhum dos
coeficientes apresentou significincia estatistica
(p > 0,05). No grafico de superficie de resposta
(Fig. 6), visualiza-se que o maior tempo e maior
concentracao, levam a um maior TFT.

Para as solugoes extrativas obtidas por turbo-
extracao, os dados experimentais de TFT foram
ajustados através do modelo quadritico (TFT =
37,4867 — 12,2333*T + 16,3283*Conc — 6,68*T2 —
11,425*T*Conc — 10,695*Conc?), sendo que cerca
de 91,47% da variacao experimental pode ser
explicada pelo modelo proposto (12 = 0,7716).
De acordo com a anilise de varidncia, apenas o
coeficiente linear da concentracdo apresentou
significincia estatistica (p = 0,0296). A signifi-
cancia do coeficiente € refletida nos graficos de
superficie de respostas (Fig. 7), onde pode ser

an
60
40

TFTmg %
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0B Cancentrago (%)
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Figura 6. Supertficie de respostas para o Teor de Flavo-
noides Totais das solucdes extrativas obtidas de C. offi-
cinalis por macera¢ao (Tempo: 1 = 15 dias, 0 = 10 dias
e -1 =5 dias; Conc: 1 =12,5%; 0 = 7,5%; -1 = 2,5%).

TFTmg %

Concentragao (%)

Tempo (min)

Figura 7. Superficie de respostas para o Teor de Fla-
vondides Totais das solucoes extrativas de C. offici-
nalis obtidas por turbo-extracao (Tempo: 1 = 25 min,
0 =15min e -1 = 5 min; Conc: 1 = 12,5%; 0 = 7,5%; -
1 =2,5%).

constatado que a concentracdo foi o fator a
apresentar maijor influéncia sobre o TFT das so-
lucdes extrativas.

Entre os fatores principais, a passagem do
nivel inferior para o nivel intermedidrio na rela-
¢ao planta:solvente proporcionou um aumento
no teor de flavonoéides totais. Assim, o aumento
na relaciao planta:solvente influencia positiva-
mente a concentracao de flavonodides totais ex-
traidos, porém ocorre também saturacao quan-

~

do essa relacao é extrapolada, onde se obser-
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vou a formacao de um aglomerado de matéria-
prima vegetal no qual o solvente nio foi capaz
de penetrar.

O tempo de extracdo aparenta também ter
efeito sobre a quantidade de flavondides totais,
pois entre 5 e 10 dias e 5 e 15 min houve um
aumento bastante significativo, porém com o
aumento desse tempo nao ocorrem diferencgas
importantes e até mesmo diminuicio. No caso
da turbo-extraciao, no tempo maximo houve au-
mento da temperatura o que pode ter sido pre-
judicial.

Para ambos os métodos, no nivel intermedia-
rio do fator A (tempo de extraciao), sugere-se
uma tendéncia de saturacao do solvente, quan-
do o fator B (relacdo planta:solvente) passa do
nivel intermediario para o superior. No entanto,
o fator A nos seus niveis inferior e superior, a
extracio do TFT comporta-se de modo crescen-
te, sugerindo uma “compensacio” do efeito de
saturacao do solvente, pelo tempo de extracio.

Os maiores valores de TFT para as solucoes
extrativas obtidas por maceragio e turbo-extra-
cdo alcangaram o limite superior de TFT das tin-
turas hidroalcodlicas (alcool 60 °GL) e extratos
glicolicos dos fornecedores do Estado de Sao
Paulo (Brasil) 12, que variaram de 0,08 a 0,78
mg/mL. Entretanto, nao foi observada uma rela-
cdo direta entre os residuo secos obtidos neste
trabalho com os citados na literatura para as tin-
turas e extratos glicolicos 12. Esta disparidade do
residuo seco pode estar ligada a outros fatores
ligados a origem do material vegetal. No presen-
te trabalho, a variacio do TFT, para uma mesma
matéria-prima vegetal, foi muito mais sensivel as
variacoes das condicdes extrativas do que o re-
siduo seco.

CONCLUSOES

A espécie cultivada no municipio de Rio do
Sul (8C) corresponde a Calendula officinalis
descrita na Farmacopéia Brasileira 19. As opera-
¢oes preliminares pos-colheita, demonstraram
que o tempo de 20 dias a temperatura ambien-
te, ao abrigo da luz solar, foram efetivas quanto
a perda por secagem.

A matéria-prima vegetal cultivada em Rio do
Sul-SC demonstrou conformidade com os limites
farmacopeicos da perda por dessecacao, teor de
flavonoides totais e CCD. O teor de extrativos
soliveis em 4gua foi determinado como um pa-
rametro auxiliar no controle de qualidade.

O maximo teor de flavonoides totais foi obti-
do a partir da maior relacdo planta:solvente

20

(12,5%) no maior tempo (15 dias) para a mace-
racao, € no menor tempo (5 min) para a turbo-
extracao. Nao foi constatada uma relacao linear
entre o tempo de extracio e o teor de flavondi-
des totais para ambos os métodos.

O aumento do residuo seco foi sensivel a va-
riacdo da relacao planta: solvente para ambos os
métodos. Apenas no processo de turbo-extra-
¢do, o tempo demonstra maior influéncia sobre
o residuo seco, a medida que se aumenta a con-
centracao.

Diante dos resultados da pesquisa, sugere-se
o emprego do método de maceragio para o me-
lhor rendimento de flavondides totais e residuo
seco, considerando a facilidade de execucio e
adaptacio de equipamentos. Como medida para
compensar a demanda do tempo, nas mesmas
condi¢oes empregadas neste trabalho, recomen-
da-se a maceracio dindmica.
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