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INTRODUÇÃO

Pesquisas com o intuito de investigar a melhor forma
de veiculação dos produtos naturais são ainda insuficientes.
O desenvolvimento de produtos farmacêuticos e cosméticos,

adequados ao efeito desejado no local e intensidade preten-
dida, constitui um avanço na pesquisa sobre utilização de pro-
dutos naturais. O conhecimento de características como inte-
ração com excipientes, manutenção de estabilidade e capa-
cidade de liberação de princípios ativos pode ampliar as po-
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tencialidades e eficácia de uso destes produtos no campo
farmacêutico.

O objetivo deste trabalho é a padronização de técnicas
de cromatografia em camada delgada e espectrofotometria
para o controle de qualidade de amostras de Hypericum perfo-
ratum, própolis e Centella asiática.

O Hypericum perforatum é uma planta medicinal per-
tencente à família Hypericaceae (sinônima: Gutiferae) (HÖLZL ET

AL., 1994). O extrato oleoso da parte aérea na floração, exposta
à luz do sol pelo menos duas semanas, tem desde a Idade
Média grande reputação como agente antiinflamatório e cica-
trizante. Hoje em dia os extratos purificados das partes aéreas
de Hypericum perforatum são utilizados por sua atividade anti-
depressiva (BRTISH HERBAL PHARMACOPOEIA, 1983) (ERNST, 1995).
Além disso a atividade antiviral da hipericina está atualmente
sob investigação (LOPEZ-BAZZOCCHI ET AL., 1991), (THOMAS ET AL.,
1991) E (HUDSON, ET AL., 1993). Está incluso nas monografias da
Comissão Germana E e em numerosas Farmacopéias: British
Herbal Pharmacopéia 1983, Farmacopéias: Polonesa, Rome-
na e Russa e Martindale 30ª edição. (BOMBARDELLI E MORAZZONI,
1995)

A própolis é um apiderivado que tem sido utilizado por
suas propriedades antiinflamatória, bactericida e cicatrizante.
As formulações de uso externo contendo própolis têm ampla
aplicabilidade na terapêutica e cosmética (DONADIEU, 1980; MAR-
CUCCI, 1995). É quimicamente composta por compostos fenóli-
cos, principalmente ácidos fenólicos (WALKER, 1987).

Centella asiática (L.) Urban é uma planta da família Api-
aceae. Estudos evidenciam sua ação como reguladora da sín-
tese de colágeno e mucopolissacarídeos, antiinflamatório e ci-
catrizante, devido à presença de saponinas triterpênicas (asia-
ticosídeo, madecassosídeo, ácido asiático e ácido madecássi-
co) (CASTELLANI ET.AL., 1981) (NEWALL ET. AL., 1996) (MORRISSET

ET.AL., 1987) (BONTE, ET.AL. 1992). Administrada pela via oral
apresenta atividade depressora do sistema nervoso central e
efeitos sedativos (DE LÚCIA, ET.AL., 1996) (SAKINA, DANDIYA, 1990)
(DIWAN ET.AL., 1991). O extrato e seus princípios ativos são en-
contrados em produtos cosméticos para promover o cresci-
mento de cabelos e unhas, rachadura de lábios (D�AMELLO,

1987), produtos para pele sensível e agredida pelo sol (SEILLER,
MARTINI, 1992) e para o tratamento da celulite devido a sua ação
regeneradora do tecido conectivo (COSMETIQUE ET ADIPOSITE,
1989) (SENTENAC, 1976).

MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudadas amostras de extrato seco de Hyperi-
cum perforatum L., e extratos glicólicos de Centella asiática L.
(Urban) e própolis.

Os materiais foram caracterizados, através da aborda-
gem fitoquímica (COSTA, 1977) (FREITAS E BACCHI, 1992), e con-
trole físico-químico, pertinente a cada tipo de extrato. Objeti-
vando a obtenção de formulações farmacêuticas de uso exter-
no para as amostras de própolis e centella, estudou-se o extra-
to glicólico obtido segundo as técnicas adaptadas da Farma-
copéia Brasileira (FARMACOPÉIA DOS ESTADOS UNIDOS DO BRASIL, 2º

ED.). Esses extratos foram caracterizados quanto a aspectos
como densidade, resíduo seco, teor alcoólico e pH. No caso
do Hypericum perforatum utilizou-se o extrato seco para obten-
ção de formas farmacêuticas sólidas, do qual analisaram-se
parâmetros como ângulo de repouso, granulometria e volume
aparente (USP XXIII, 1995),

Procurando-se analisar para cada produto, grupos quí-
micos tidos na literatura como os responsáveis pela ação far-
macológica, para o Hypericum perforatum estudaram-se as an-
traquinonas, para o própolis os flavonóides e para a Centella
asiatica o grupo de saponinas triterpênicas.

Através de cromatografia em camada delgada (CCD),
foram inicialmente identificados grupos químicos e substâncias
marcadoras. Para as amostras de própolis, seguiu-se a metodo-
logia adotada por ARVOUET-GRAND E VENNAT ET AL., 1994. As amos-
tras de Centella asiática e Hypericum perforatum foram identifi-
cadas, segundo técnicas descritas por WAGNER ET.AL.,1996.

A quantificação foi realizada, através de espectrofoto-
metria, as especificações de cada método são apresentadas
na TABELA I. Os métodos foram padronizados, determinando-
se o espectro de absorção da substância marcadora, curva de
Ringbon e reta de calibração.

TABELA I � Especificações dos métodos espectrofotométricos
utilizados para doseamento dos extratos e naturais.

Extrato Substância
Marcadora

Comprimento
de onda

Reagente Autores

Centella asiática (L.)
Urban.

Hypericum perforatum L.

Própolis

Saponinas triterpênicas
totais

Hipericina

Quercetina

500nm

590 nm

415 nm

furfurol 0,1% em etanol

Piridina + Metanol

Cloreto de alumínio +
Metanol

CASTELLANI et.al.
1981.

SCÜTTZ, et al., 1994

STHAL et al., 1981;
NAGY, 1996.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os resultados apresentados foram classificados
segundo o tipo de analise realizado para os três extratos
separadamente.

1) Triagem fitoquímica
A análise fitoquímica das amostras confirmou a

presença de grupos químicos relatados na literatura como
sendo aqueles mais freqüentemente presentes em cada extrato,
como mostra a TABELA II.

TABELA II - Grupos químicos identificados pela triagem fitoquímica nos extratos naturais

Grupo QuímicoAmostras

Alcalóides
Derivados

Antraquinônicos
Saponinas

Taninos
Gálicos Catequínicos

Flavonóides

Centela asiatica (L.) Urb. + + + + _ _

Hypericum perforatum L. + + + _ + _

Própolis + + _ + _ _

( + ) presença. ( - ) ausência
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No extrato de própolis, foram identificados flavo-
nas e flavonóis, tipos de flavonóides relatados como os
de maior concentração (GONZÁLES E ORZAES, 1997). A abor-
dagem fitoquímica do extrato seco de Hypericum perfo-
ratum realizada pelos métodos descritos por Freitas e
Bacchi, 1994, revelou a presença de flavonóides, tani-
nos, derivados antraquinônicos e óleos fixos, foram ne-
gativos os ensaios para alcalóides e saponinas. As amos-
tras de Centella asiática mostraram a presença de sapo-

ninas, flavonóides, taninos e óleos essenciais, o resulta-
do para alcalóides foi negativo mesmo tendo sido rela-
tada sua presença por outros autores.

2) Caracterização dos extratos
A caracterização dos extratos glicólicos de própolis e

Centella asiática e extrato seco de Hypericum perforatum apre-
senta-se na TABELA III. Realizando-se os ensaios pertinentes a
cada tipo de extrato, seja seco ou glicólico.

TABELA III - Caracterização físico química dos extratos glicólicos de
Centella asiatica L. e Própolis e extrato seco de Hypericum perforatum

ExtratosAnálise *

Hypericum perforatumPrópolisCentella asiatica

Tipo de extrato glicólico glicólico seco �spray dry�
pH 5,84 4,91 5,5 (em água)
Resíduo seco (%) 18,45 99,3 -
Densidade 1,08 1,09 -
Teor alcóolico (ºGL) 40 40 -
Volume aparente (%) - - 22,6
Grau de tenuidade (%) - - > tamis 100: 77,4
Teor de princípios ativos (%) 3,5 3,56 0,3

* Valor médio de três determinações e desvio padrão menor que 3%.

3) Cromatografia de camada delgada

Através do método de cromatografia em camada delgada, detectou-se a presença de hipericina e dos flavonóides rutina,
quercetina e quercetrina por comparação com soluções metanólicas dos padrões destas substâncias marcadoras, como mostra
a TABELA IV.

Tabela IV. Resultados dos cromatogramas para extratos de H. perforatum, Própolis e C. asiatica.

Extrato Padrão Fase móvel
Sistema para
visualização

Substâncias
identificadas Rf Autor

Hypericum
perforatum L.

Própolis

Centella asiatica
(L.) Urban

Hipericina 10mcg/
ml (Sigma �
Aldrich)

Apigenina
Crisina
Quercetina

saponinas triterpe-
nicas totais (Nuo-
va Linnea)

Acetato de etila-
metanol-água
(100;13,5:10)

clorofórmio- ácido
acético glacial �
metanol � água
(60:30:15:10)

2- aminoetil ester
do ácido difenil
bórico

Cloreto de
aluminio

Anisaldeído
sulfúrico

hipericina
rutina
quercetina
quercitrina

apigenina
crisina
quercetina

asiaticosideo
madecassosideo
agliconas

0,78
0,15
0,78
0,49

0,23
10,45

0,16

0,4
0,2
0,9

Wagner 1996

Wagner  1996

4) Espectrofotometria

4.1 Hypericum perforatum L.

Os espectros de absorção da hipericina padrão e da
hipericina contida no extrato seco de Hypericum perforatum
foram obtidos em comprimento de onda entre 320 e 620 nm
usando como diluente solução metanólica de piridina 3%.
Segundo o método descrito por SCÜTT, H., HÖLZL, J.,1994 foram
praticamente idênticos, apresentando pico de absorção máxima
em 590 nm. e um pico de absorção secundário em 550 nm. Foi

escolhido para os ensaios quantitativos a região de 590 nm
por ser mais definido e reprodutível, quanto às diferentes
concentrações das amostras analisadas.
Foram assim preparadas soluções da hipericina padrão com
concentrações de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10 µg/ml. Baseado em
dados obtidos com a construção da reta de calibração FIGURA 1, a
absorbância da hipericina padrão obedece à equação: A590 = 0,077 C -
0,0016; ou expresso em função da concentração: C = (A590 + 0,0016)/
0,77 (onde, A= absorbância em comprimento de onda de 590 nm e C =
concentração de hipericina) cujo coeficiente de correlação é r2=0,999,
sendo linear entre 1-10 µg/ml de hipericina padrão.
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Figura: Curva padrão da hipericina em 590nm. Após algumas experiências preliminares com o extrato
seco de Hypericum perforatum, que resultaram na observação
da reação positiva, foram estabelecidas as condições experi-
mentais para a ocorrência da reação colorimétrica. Para ob-
servação da proporcionalidade da formação do produto foram
determinados valores de absorbância com duas concentrações
de piridina em metanol reportadas na literatura: 3% e 10%.[WAG-
NER E BLATT, 1996] e [SCHÜTZ E HÖLZL, 1994]. Na TABELA V en-
contram-se os valores das absorbâncias das respectivas con-
centrações de piridina utilizadas na determinação da influen-
cia da piridina e sua concentração, na reação colorimétrica.

Tabela V. Influencia da concentração de piridina na reação colorida
da hipericina (medições espectrofotométricas em 590 nm)

Amostra (Absorbância) Amostra 1 Amostra 2 Média Desvio Padrão

Metanol 0,5148 0,5147 0,5147 0,000070

Metanol+piridina 3% 0,5357 0,5470 0,5413 0,00799

Metanol+piridina 10% 0,5211 0,5243 0,5227 0,002263

Total - - 0,5227 0,012764

Figura 2: curva padrão da quercetina em 415nm.Como podemos observar a piridina em concentrações
de 3% e 10% não modifica os dados obtidos, se comparamos
com a amostra que não foi adicionada a piridina. É importante
destacar o fato de podermos trabalhar sem piridina a analise
resulta mais simples e menos perigosa. Esta diferença pode
ser devido as nossas condições climáticas locais.

4.2 Própolis

No doseamento espectrofométrico de flavonóides
totais, utilizou-se cloreto de alumínio (AlCl3) como reagente. Este
método baseia-se na formação de complexos coloridos, cuja
concentração está diretamente relacionada com a quantidade
de princípios ativos presentes nas amostras. Este método é
relatado como a adaptação da técnica proposta por (DOWD

1959) para doseamento da quercetina, no qual o desvio
batocrômico e a intensificação da absorção são devidos à
formação de quelatos estáveis que aumentam a sensibilidade
do processo e evitam a interferência de outras substâncias
fenólicas.

Adaptou-se de 425 para 415nm o comprimento de
onda para leitura, pois nas nossas condições de trabalho, em
todas as amostras analisadas mostraram pico de absorção
máximo nesta região. Além disso, esta região é citada por outros
autores como comprimento de onda adequado para leitura dos
flavonóides totais da própolis (ARVOUET-GRAND E VENNAT ET

AL.,1994).
A quercetina foi empregada como padrão, por ser a

aglicona flavonoídica mais comum nas angiospermas utilizadas
pelas abelhas na fabricação da própolis, além de estar presente
na amostra estudada neste trabalho. A quercetina mostrou-se
adequada ao método espectrofotométrico utilizado por possuir
hidroxilas em sua estrutura necessárias à formação do
complexo com o metal-flavonóide em presença de cloreto de
alumínio, FIGURA 2

4.3) Centella asiatica

O método espectrofotométrico tem se mostrado ade-

quado para a quantificação de saponinas triterpenicas em di-
ferentes espécies vegetais. Estes métodos em geral utilizam
reações coloridas empregadas em cromatografia em camada
delgada (ENCYCLOPEDIA OF ANALYTICAL SCIENCES, 1995). O proble-
ma principal é a baixa especificidade das reações para o gru-
po saponinas triterpênicas devendo ser tomado muito cuidado
na fase de pré-tratamento da amostra evitando-se a presença
de interferentes. Uma vez extraído e purificado o grupo de sa-
poninas triterpenicas da Centella asiatica foi quantificado por
espectrofotometria após reação com furfurol a 0,1% e ácido
sulfúrico em meio Acético (CASTELLANI, ET.AL.,1980). O método
foi validado e padronizado, e o extrato apresentou um teor
médio de 3,5% de saponinas triterpenicas totais.

O espectro de absorção do padrão saponinas triterpe-
nicas totais de centella asiática em uma concentração de 200ug/
ml após a reação com furfurol apresentou o pico de absorção
máxima em 500nm. O branco do reagente e o branco da amos-
tra não mostraram interferência no comprimento de onda má-
ximo. Obteve-se a curva de calibração do padrão de saponi-
nas totais FIGURA 3, mostrando que a reação segue a lei de
Lambert Beer. A reta responde à seguinte equação: C = 256,41
Abs � 2,92 Onde: C = concentração da amostra e Abs = ab-
sorbância.
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Figura 3: Curva padrão das saponinas, após reação
com furfurol a 0.10% e ácido sulfúrico em

meio acético, em 500nm.

Um dos requisitos principais para o desenvolvimento
de produtos cosméticos e farmacêuticos contendo extratos
naturais é a caracterização e padronização destes extratos de
modo a serem obtidos produtos seguros e eficazes. Em uma
fase inicial, a triagem fitoquímica evidenciou a presença de gru-
pamentos químicos responsáveis pela ação terapêutica. Por
outro lado a cromatografia em camada delgada foi uma ferra-
menta que permitiu a determinação da pureza, integridade e
identidade do extrato como foi relatado na literatura (WAGNER,
ET.AL.1996) (FORNI, 1980) (VANHAELEN, ET.AL., 1983)

Os métodos analíticos utilizados para a quantificação
das substâncias marcadoras de extratos vegetais apresentam
um problema em comum: a complexidade das misturas e a
presença de substâncias com estrutura semelhante. O méto-
do espectrofotométrico  apresentou-se como um método pre-
ciso e mais acessível que outros métodos, tais como cromato-
grafia liquida de alta eficiência ou cromatografia gasosa. Sen-
do as substâncias marcadoras quantificadas nos extratos atra-
vés de reações características para o grupo químico ao qual
pertencem, sendo as antraquinonas para o Hypericum, flavo-
nóides para a própolis e saponinas triterpênicas para a Cente-
lla asiática, como reportado por outros autores (SEGIET-KUJAWA,
1986), (GRISHKOVETS-GORVACHEVA, 1997) (CASTELLANI, 1980)

CONCLUSÕES

Baseado nos resultados exposto, anteriormente, pode-
se deduzir que os métodos de análise de cromatografia de
camada delgada e de espectrofotometria utilizados em con-
junto são adequados para a determinação do conteúdo de hi-
pericina (como substância marcadora do Hypericum perfora-
tum), flavonóides da própolis e saponinas triterpênicas da Cen-
tella asiática e portanto a padronização do método de análise
permite o controle quantitativo de formulações contendo extra-
to de Hypericum perforatum, própolis e Centella asiática que
foram desenvolvidas paralelamente.

A padronização do método espectrofotométrico, nas
nossas condições de trabalho, mostrou-se adequada, o que
pode ser evidenciado pelos valores de correlação linear e reta
de calibração. A quantificação das substâncias marcadoras dos
extratos vegetais apresenta um problema em comum: a com-
plexidade das misturas e a presença de substâncias com es-
trutura semelhante. O método de espectrofotometria apresen-
tou-se como um método preciso e mais acessível que outros
como cromatografia liquida de alta eficiência ou cromatografia
gasosa.
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INTRODUÇÃO

A utilização de ervas medicinais na cultura popular é cons-
tante fonte de investigações científicas, porque, na maioria das
vezes, há confirmação do efeito terapêutico a elas atribuído, atra-
vés dos resultados obtidos nos estudos desenvolvidos, com o
emprego de drogas de origem ve-
getal. O emprego destas drogas
está, em algumas situações, muito
relacionado à falta de recursos eco-
nômicos por parte da população de
baixa renda que utiliza freqüente-
mente o reino vegetal em função
das observações e/ou informações
popularmente disponíveis como al-
ternativa terapêutica.

Neste sentido, pode ser ci-
tada a Curcuma zedoaria (Christm.)
Roscoe (Figura 1), que merece es-
pecial atenção com relação às in-
dicações terapêuticas.  É planta ori-
ginária e muito consumida, na Ásia,
porém, adaptou-se muito bem, no
Estado de São Paulo, onde tem sido
comercializada e utilizada por suas
propriedades medicinais.

Figura 1. Curcuma zedoaria
(Christm.) Roscoe. Material de

referência depositado no herbário
do Instituto de Botânica (São
Paulo-SP), sob o número de

registro 338.498.

Foto: Maurício Tashibana

APLICAÇÕES TERAPÊUTICAS

Seu emprego em medicina popular é muito antigo. É
empregada como digestiva, estimulante hepática, auxiliar em
irritações de vias aéreas superiores, no tratamento de halito-
se, além de apresentar atividade antiinflamatória e antimicro-
biana 3,6,22,24.

A zedoária ou gajutsu (denominações populares) faz
parte da Tintura de Aloe Composta e, também, da Tintura de
Genciana Composta, fórmulas estas oficinais, que são empre-
gadas como estimulante digestivo 5,19.

Sua composição química é muito complexa; apresen-
ta inúmeros compostos de natureza terpênica, além de outros
constituintes 3,5,8,14,18,21,25 .

Normalmen-
te, a parte utilizada
da planta é o rizoma
(Figura 2) que após
secagem e pulveri-
zação, encontra-se
comercialmente dis-
ponível sob as for-
mas de pó, cápsula
ou extrato fluido.

Figura 2. Rizoma fresco íntegro e fatiado da Curcuma
zedoaria (Christm.) Roscoe. Rizoma seco fatiado (no

centro) da Curcuma zedoaria  (Christm.) Roscoe

Foto: Maria Aparecida Nicoletti


