completar o volume com a Fase mével e homogeneizar. Transferir 1 mL da solucéo obtida para baldo
volumétrico de 10 mL, completar o volume com Fase mdvel e homogeneizar.

Adequabilidade do sistema
Resolugéo entre picos: Solugdo amostra, minimo 1,0 entre os picos referentes a isoboldina e a
boldina.

Procedimento: injetar, separadamente, 20 ul. da Solucéo referéncia e 20 uL da Solu¢do amostra.
Registrar os cromatogramas e medir as areas sob 0s picos referentes a boldina e aos seis alcaloides
descritos a seguir. Os tempos de retencdo relativos a boldina sdo, aproximadamente, 0,9 para
isoboldina, 1,0 para boldina, 1,8 para N-0xido de isocoridina, 2,2 para laurotetanina, 2,8 para
isocoridina e 3,2 para N-metil laurotetanina. Calcular o teor de alcaloides totais expressos em boldina,
em porcentagem, segundo a expressao:

_ XA Xmy XP
A, Xxmy x 100

TA

em que,

TA = teor de alcaloides totais expressos em boldina % (p/p);

> A1 =soma das areas sob 0s picos correspondentes aos seis alcaloides identificados no cromatograma
obtido com a Solucé@o amostra;

my = massa em gramas de amostra, determinada a partir da densidade;

my = massa em gramas de boldina na Solucéo referéncia;

A = &rea sob o pico correspondente a boldina na Solucéo referéncia; e

P = pureza percentual declarada da substancia de referéncia boldina.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente hermeticamente fechado ao abrigo da luz e do calor.

CALENDULA, extrato fluido
Calendulae extracta fluida

O extrato fluido € obtido a partir de flores secas de Calendula officinalis L., contendo, no minimo,
0,4% de flavonoides totais, expressos como hiperosideo (C21H20012, 464,38).

PREPARACAO

O extrato fluido é preparado na proporc¢éo droga:solvente 1:1 (p/v), por percolagéo, utilizando etanol
a 70,0% como liquido extrator.

CARACTERISTICAS

Liquido de coloragdo marrom escuro, com odor caracteristico.



IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1).
Fase estacionaria: silica-gel F254(0,25 mm).

Fase movel: acetato de etila, &cido formico anidro e agua (80:10:10).

Solugdo amostra: secar 0,5 mL do extrato fluido até residuo, em banho-maria, em temperatura nao
superior a 60°C. Adicionar 2 mL de metanol e filtrar em unidade filtrante de 0,45 pm.

Solucgéo referéncia (1): dissolver uma quantidade pesada, com exatiddo, de rutina em metanol, para
obter a concentracao de 250 pg/mL.

Solucdo referéncia (2): dissolver uma quantidade pesada, com exatiddo, de &cido clorogénico em
metanol, para obter a concentragéo de 100 pg/mL.

Solucéo referéncia (3): dissolver uma quantidade pesada, com exatiddo, de &cido cafeico em metanol,
para obter a concentracdo de 100 pg/mL.

Procedimento: aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 20 uL da Solucéo
amostra, 20 uL da Solucdo referéncia (1), 20 uL da Solucdo referéncia (2) e 20 uL da Solugéo
referéncia (3). Desenvolver o cromatograma. Remover a cromatoplaca e deixar secar ao ar. Nebulizar
a placa com difenilborato de aminoetanol SR, e a seguir com solu¢do de macrogol 400 (PEG) a 5%
(p/v) em etanol. Aquecer entre 100 °C e 105 °C por aproximadamente 5 minutos. Examinar sob a luz
ultravioleta em 365 nm.

Resultados: no esquema abaixo estdo representadas as zonas obtidas com a Solu¢do amostra, Solucéo
referéncia (1), Solucéo referéncia (2), Solucéo referéncia (3). Outras zonas podem ocasionalmente
estar presentes.

Parte superior da placa

Acido cafeico: Zona de Zona de fluorescéncia azul clara
fluorescéncia azul clara Zona de fluorescéncia azul

— Zona de fluorescéncia
esverdeada

Zona de fluorescéncia azul

Acido clorogénico: Zona de
fluorescéncia azul

Zona de fluorescéncia
Rutina: Zona de fluorescéncia esverdeada
amarela Zona de fluorescéncia amarela

Zona de fluorescéncia amarelo-
esverdeado

Solucdo referéncia Solucéo amostra

TESTES

Densidade relativa (5.2.5). 0,9660 a 0,9970.



Etanol (5.3.3.8.1). Método I1. 52,0% (v/v) a 56% (v/v).
Residuo seco (5.4.2.2.2). No minimo 18,0% (p/p).

Metanol e 2-propanol (5.4.2.2.1). No maximo 0,05% (v/v) de metanol e no maximo 0,05% de 2-
propanol.

Contagem do numero total de micro-organismos mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Flavonoides totais

Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absorcao no visivel (5.2.14). Preparar solugdes
como descrito a seguir.

Solugéo estoque: em um baldo de fundo redondo, adicionar 0,8 mL do extrato fluido de caléndula.
Acrescentar 1 mL de solucdo de metenamina a 5 g/L, 20 mL de acetona e 7 mL de acido cloridrico.
A sequir, refluxar em banho-maria durante 30 minutos. Filtrar em papel de filtro, transferir para bal&o
volumétrico de 100 mL, completar o volume com acetona e homogeneizar. Transferir 20 mL da
solucdo para um funil de separagdo e adicionar 20 mL de agua. Extrair com uma quantidade de 15
mL e, a seguir, com trés quantidades de 10 mL de acetato de etila. ApOs 0 processo de extracdo reunir
as fases de acetato de etila, transferir para outro funil de separacéo e lavar com duas quantidades de
50 mL de agua. Transferir a fase acetato de etila para baldo volumétrico de 50 mL, completar o
volume com acetato de etila e homogeneizar.

Solucdo amostra: transferir 10 mL da Solucdo estoque para um baldo volumétrico de 25 mL,
adicionar 1 mL da solucéo de cloreto de aluminio a 2% (p/v) em solucédo de &cido acético a 5% (v/v)
em metanol. Completar o volume com a solugcdo de acido acético a 5% (v/v) em metanol e
homogeneizar.

Solucdo branco: transferir 10 mL da Solucéo estoque para um baldo volumétrico de 25 mL, completar
o volume com solucéo de &cido acético a 5% (v/v) em metanol e homogeneizar.

Procedimento: medir a absorvancia da Solucdo amostra em 425 nm, ap6s exatamente 30 minutos,
utilizando a Solugdo branco para ajuste do zero. Calcular o teor de flavonoides totais expresso em
hiperosideo, em porcentagem, segundo a expressao:

A X 1,25
TFT = ———

em que,

TFT = teor de flavonoides totais expresso em hiperosideo % (p/p);
A = absorvancia medida para a Solugdo amostra; e
m = massa em gramas do extrato fluido de caléndula, determinado a partir da densidade.



EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipiente hermeticamente fechado ao abrigo da luz e do calor.

CALENDULA, tintura
Calendulae tinctura

A tintura € obtida a partir de flores secas de Calendula officinalis L., contendo, no minimo, 0,04% de
flavonoides totais, expressos como hiperosideo (C21H20012, 464,38).

PREPARACAO

A tintura é preparada a 10,0% (p/v), por percolacdo ou maceracdo, utilizando etanol a 70,0% como
liquido extrator.

CARACTERISTICAS

Liquido de coloracdo marrom escuro.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1),
Fase estacionaria silica-gel F2s4 (0,25 mm).

Fase movel: acetato de etila, acido formico anidro e agua (80:10:10).

Solucdo amostra: secar 1 mL da tintura até residuo, em banho maria, em temperatura maxima de 60
°C. Adicionar 2 mL de metanol e filtrar em unidade filtrante de 0,45 pm.

Solucgéo referéncia (1): dissolver uma quantidade, exatamente pesada, de rutina em metanol, para
obter a concentracdo de 250 pg/mL.

Solucdo referéncia (2): dissolver uma quantidade, exatamente pesada, de &cido clorogénico em
metanol, para obter a concentragéo de 100 pg/mL.

Solucéo referéncia (3): dissolver uma quantidade, exatamente pesada, de acido cafeico em metanol,
para obter a concentragdo de 100 pg/mL.

Procedimento: aplicar na cromatoplaca, separadamente, em forma de banda, 20 uL da Solugéo
amostra, 20 pL da Solucdo referéncia (1), 20 uL da Solugédo referéncia (2) e 20 uL da Solugéo
referéncia (3). Desenvolver o cromatograma. Remover a cromatoplaca e deixar secar ao ar. Nebulizar
a placa com solucdo de difenilborato de aminoetanol a 1% (p/v) em metanol, seguido de uma solucéo
de macrogol 400 (PEG) a 5% (p/v) em etanol, aquecer a placa entre 100 °C e 105 °C por
aproximadamente 5 minutos. Examinar sob a luz ultravioleta em 365 nm.



