Quim. Nova, Vol. 32, No. 4, 1031-1035, 2009

TERMOESTABILIDADE DE PROCESSOS EXTRATIVOS DE Nasturtium officinale R. Br., BRASSICACEAE POR
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TERM-STABILITY OF EXTRACTIVE PROCESSES FROM Nasturtium officinale R. Br., BRASSICACEAE FOR SOXHLET
MODIFIED SYSTEM. This work had as objective verified the term-stability of the Soxhlet modified system with analytical and
pharmacothecnical application in extractive processes of Nasturtium officinale. It has proven that the process is thermo-stable. The

analysis with analytical have determined 3.606 mg g in chlorogenic acid and 11.813 mg g in rutin (extract 1:20 w/v) and with

pharmacotecnical 3.427 mg g in chlorogenic acid and 11.278 mg g in rutin (extract 1:6 w/v). The income of the pharmacothecnical

process was inferior to the analytical, suggesting that the pharmacothecnical process would need of at least the double of time in

each extraction system.
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INTRODUCAO

Nasturtium officinale, conhecida popularmente como agrido,
contém glucosinolatos (gluconasturtiin, precursor do feniletil isotio-
cianato e o 2-feniletilglucosinolato),'? nitrilas (3-fenilpropionitrila e
8-metiltiooctanona nitrila), minerais (manganés, ferro, fésforo, iodo,
cobre e cdlcio), vitaminas A, C, E e nicotinamida.'

Possui atividade antibacteriana, antiescorbitica, colagoga e pro-
priedades expectorantes. Estudos farmacoldgicos demonstraram que
esta espécie pode ser utilizada como protetora pulmonar de tabagistas
contra agentes neopldsicos presentes no tabaco.' Apresenta potencial
cardioprotetor,* o que justifica seu uso popular para tal fim, e atividade
hipolipidémica, que pode ser atribuida ao seu potencial antioxidante.’

Dentre os diversos processos comumente utilizados para obtengao
de extratos de N. officinale, tem-se alcoolatura (trituragdo com dlcool
96%), maceragdo, percolacgdo, turbdlise (emprego de equipamento
tipo liquidificador industrial, que pulveriza as partes vegetais e lava
os conteudos celulares) e o sistema Soxhlet, que permite a renova-
¢do do solvente sem adi¢do de mais solvente. Estas possibilidades
de extracdo resultam em produtos distintos quanto a qualidade e
concentracio de ativos, levando a resultados terapéuticos varidveis
e diferentes custos finais.®

Dentro desta perspectiva, este trabalho teve como finalidade
determinar a termoestabilidade do sistema Soxhlet, utilizando como
referéncia dois compostos presentes no metabolismo secundario do
N. officinale.™ Paralelamente, verificou-se o rendimento de diferentes
processos de obtencdo de extratos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise preliminar realizada por meio de cromatografia em
camada delgada® com utiliza¢do de padrdes demonstrou a presenga
de fendlicos nos extratos analisados. A termoestabilidade do sistema
Soxhlet foi previamente verificada e confirmada com as posteriores
analises por meio de CLAE.

*e-mail: jodias @pop.com.br

O método de CLAE utilizado para detec¢do simultdnea dos
compostos derivados do dcido clorogénico e rutina, para qualifica-
¢do e quantificac@io nas amostras analisadas, foi validado conforme
especificagdo da RE n® 899/03'° — categoria I. Os dados referentes
a validac@o encontram-se na Tabela 1. Ao verificar a especificida-
de do método em dosar flavondides em rutina e fenilpropandides
em 4cido clorogénico encontram-se quantidades diferentes de
resultados, pois a biblioteca da WorkStation D7000 do programa
LaChrom na aquisi¢do de dados (Reverse Library Search Results)
encontrou seis estruturas relacionadas para rutina e quatro para
dcido clorogénico.

As andlises de CLAE realizadas nos extratos em estudo demons-
traram composicao rica em fenilpropandides e flavondides. Na Tabela
2 verificam-se os teores das substancias analisadas nos diferentes
processos extrativos. A colocagdo do “d-* antes de rutina ou 4dcido
clorogénico indica que € um “derivado de”, ou seja, apresenta mais
de 95% de correlagio com o pico padrdo e o mesmo espectro segundo
biblioteca eletronica.

A alcoolatura teve a finalidade de servir como padrdo para o pro-
cesso extrativo inerte, assim como para comparagdo da composicio
de analitos em estudo no vegetal in natura antes da estabilizacdo. O
material vegetal fresco apresentou 6% de rendimento em sélidos a
45 °C ou 94% de perda em dgua. A alcoolatura apresentou um teor
de sélidos de 1,06% ou 7,42 g de sélidos nos 700 mL e 3,18 g de
solidos extraiveis nos 300 mL de alcoolatura impregnados no residuo,
perfazendo uma massa total de 10,6 g de extraiveis em 500 g (1000
mL de alcoolatura) de N. officinale in natura. Considerando-se 30 g
de massa seca das 500 g de N. officinale in natura (6% de solidos)
obteve-se rendimento de 35,33% de sélidos da composi¢do extraida
(Tabela 3) e 0,673mg g de fendlicos calculados em dcido clorogénico
e rutina (Tabela 2).

Na extracdo por dupla maceragao, o extrato bruto de N. officinale
apresentou 67% da solugdo extratora e os 33% restantes permane-
ceram no residuo. A massa de sélidos extraida nas 500 g de planta
foi de 110 g ou 22% de sélidos da composi¢do extraida (Tabela 3) e
9,381 mg g de fendlicos calculados em 4cido clorogénico e rutina
(Tabela 2).
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Tabela 1. Resultados das andlises realizadas para validacdo da metodologia - doseamento de flavondides em rutina e fenilpropandides em

4cido clorogénico

Carvalho et al.
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Parametro Analisado

Especificagao

Doseamento de
flavondides em rutina

Doseamento de

fenilpropandides em

4cido clorogénico

Influéncia dos excipientes

Os excipientes ndo podem interferir

no doseamento dos analitos

Conforme

Conforme

99,96% (tr 24,70)

99,19% (tr 20,70)

99,88% (tr 37,20) 99,26% (tr 22,50)
99,23% (tr 38,40) 99,97% (tr 27,70)
Pureza dos picos Minimo 99%
99,53% (tr 40,70) 99,89% (tr 24,27)
99,34% (tr 42,00) 99,57% (tr 43,20)
99,57% (tr 43,20)
Especificidade
98,31% (tr 24,70) 96,11% (tr 20,70)
98,67% (tr 37,20) 96,13% (tr 22,50)
96,65% (tr 38,40) 99,45% (tr 27,70)
Correlacio com pico padrdo Minimo 95%
98,18% (tr 40,70) 99,54% (tr 24,27)
97,70% (tr 42,00)
98,18% (tr 43,20)
. . As amostras possuem 0 mesmo
Fingerprint B Conforme
perfil cromatografico
Linearidade Curva 220,99 2 =0,9966
Analista 01 DPR = 1,43% DPR = 1,38%
Repetibilidade DPR £5%
Precisido Analista 02 DPR = 1,59% DPR = 1,45%
Intermedidria DPR < 5% DPR = 1,71% DPR = 1,66%
Adigdo de padroes Conc 80% 102,80% 99,67%
o Recuperacio
Exatid 1 7 101,31
xatidao 95 a 105% Conc 100% 99,57% 01,31%
Conc 120% 99,32% 100,96%
Composi¢do da fase mével DPR < 5% DPR =0,19%
Robustez Troca de coluna DPR <5% DPR =1,21%
Estabilidade da solugdo final DPR <5% DPR = 3,78%

DPR = desvio padrio relativo, tr = tempo de retencéo, r>= coeficiente de correlagdo e conc = concentragdo segundo ANVISA.

Tabela 2. Teores em fendlicos de dcido clorogénico e rutina na andlise de CLAE em amostras de N. officinale obtidas por diferentes processos
extrativos

Nasturtium officinale

Alcoolatura (mg/g) Dupla maceragdo (mg/g)  Soxhlet analitico (mg/g) Soxhlet farmacotécnico (mg/g)
Acido clorogénico (tr = 20,7) 0,006 0,033 0,060 0,054
Acido cafeico (tr = 22,5) 0,013 0,218 0,362 0,342
d-Rutina (tr = 24,7) 0,024 0,125 0,205 0,196
d-Acido clorogénico (tr =27,7) 0,112 1,656 2,746 2,611
d-Acido clorogénico (tr = 34,27) 0,033 0,282 0,438 0,420
Rutina (tr = 37,2) 0,016 0,185 0,290 0,276
d-Rutina (tr = 38,4) 0,097 1,382 2,256 2,145
d-Rutina (tr = 40,7) 0,058 1,062 1,736 1,656
d-Rutina (tr = 42) 0,257 3,169 5,255 5,023
d-Rutina (tr = 43,2) 0,057 1,272 2,071 1,982
Total de d-Acido clorogénico 0,164 2,189 3,606 3,427
Total de d-Rutina 0,509 7,195 11,813 11,278
Total de fendlicos 0,673 9,381 15,419 14,705

d- = derivado de; tr = tempo de reten¢do em relacdo a especificidade ou de dcido clorogénico ou rutina.
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A extracdo em Soxhlet modificado com aplicagio farmacotécnica
obteve 1000 mL de extrato, com teor de 34,25% de s6lidos da com-
posicao extraida (Tabela 3) e 14,705 mg g de fendlicos calculados
em 4cido clorogénico e rutina (Tabela 2).

Os extratos obtidos por dupla maceragdo e Soxhlet farmaco-
técnico tiveram a finalidade de simular o processo industrial. Os
sistemas convencionais trabalham geralmente com maceragdo a
frio desconsiderando os efeitos de solvatagdo, saturacio do solvente
com a constante de solubilizagdo da composi¢ao quimica do vegetal
a quente.

A extracdo em Soxhlet analitico modificado teve a finalidade de
permitir o esgotamento total de extraiveis da droga para comparar a
composi¢do, férmula percentual e o teor total dos analitos em estudo.
Verificou-se um teor de 35,23% de sélidos da composicdo extraida
(Tabela 3) e 15,419 mg g' de fendlicos calculados em acido cloro-
génico e rutina (Tabela 2).

Para verificacdo da termoestabilidade, preparou-se amostra
padrdo com dcido clorogénico e rutina em amido pelo processo
Soxhlet modificado analitico e verificou-se por CLAE que 99,1% do
acido clorogénico e rutina adicionados no amido foram recuperados
e ndo se detectou compostos da decomposicdo ou stress térmico do
processo. Na extra¢@o do dcido clorogénico e rutina adicionados no
material vegetal seco, obteve-se 99,3% de recuperagdo, sem apresen-
tar compostos da decomposi¢ao no processo e inércia quimica com a
composi¢do do agrido pelo processo Soxhlet modificado analitico.

Todos os processos empregados no presente estudo apresenta-
ram a mesma composi¢do da alcoolatura utilizada como padrao e
os processos Soxhlet reproduziram a mesma férmula percentual de
extraiveis, devido ao esgotamento total dos compostos.

Na Figura 1 verifica-se a especificidade do fingerprint entre as
amostras e os padrdes desta metodologia.

PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

O material vegetal foi coletado em dezembro de 2005, identificado
pelo Dr. G. Hatschbach e registrado no Museu Botanico de Curitiba
sob o nimero 248503. Este material vegetal foi pré-estabilizado em
condigdes ambientes e estabilizado em estufa ventilada a 45 °C, por
um periodo de 20 h. A padronizacdo granulométrica foi realizada em
um moinho de facas, com tamis de 8 mm.

Condicoes cromatograficas

Todos os reagentes e solventes foram adquiridos em grau P.A.
ou HPLC (Merck®). A dgua utilizada no preparo das solugdes foi
obtida por sistema de purificacdo e filtragdo Milli-Q (Millipore ). Os
padrdes de dcido clorogénico e rutina utilizados foram adquiridos
da Sigma®.

Termoestabilidade de processos extrativos de Nasturtium officinale R. Br. 1033
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Figura 1. Multicromatograma do fingerprint entre as amostras e o padrdo,
onde (a) padrées de dcido clorogénico e rutina; (b) amostra da alcoolatura;
(c) amostra do extrato obtido por dupla maceragdo; (d) amostra do extrato
obtido por Soxhlet modificado analitico; (e) amostra do extrato obtido por
Soxhlet modificado farmacotécnico

A andlise qualitativa preliminar foi realizada por meio de croma-
tografia em camada delgada, utilizando-se cromatoplacas de silica gel
F,, (Merck®), de dimensdes 10 cm por 10 cm, onde 10 pL de cada
amostra foi aplicada, intercalando com referéncias solubilizadas em
metanol (1 mg mL"). As fases mdveis e seus respectivos reveladores
foram utilizados de acordo com a literatura.>!!

As andlises qualitativas e quantitativas foram realizadas por croma-
tografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em aparelho Merck-Hitashi®
composto de bomba L7100, degaseificador de solventes L7812, vdlvula
de injegdo Rheodyne® 77251 com loop de 20 uL, forno L-7300, detec-
tor DAD L7450, em 325 nm para 4cido clorogénico e 350 nm para a
rutina, interface L7000 conectada ao sistema operacional Windows®
NT e tratamento dos dados pela ChemiStation Lachrom®. Utilizou-se
a coluna analitica Phenomenex C (4 x 250 mm, 5 pm).

A metodologia empregada para andlise foi desenvolvida por
Carvalho® e validada de acordo com a resolugio 899 de 29 de maio de
2003 da ANVISA (metodologia enquadrada na categoria I — validagao
de método analitico quantitativo para uma substancia entre outros
componentes)'? e foi otimizada para fendlicos,*'>!* num gradiente
ternario, utilizando como fase mével A 0,2% de acido fosférico em
acido sulfarico 0,01 M, fase mével B metanol e fase C acetonitrila. O
gradiente de elui¢@o foi: 0-3 min a 1,2 mL min™' de fluxo com 100%
A; 3-5 min a 1,2 mL min" de fluxo para 7% B e 3% C; 5-15 min a
1,2 mL min' de fluxo para 16% B e 3% C; 15-40 min a 1,2 mL min’!
de fluxo para 26% B e 15% C; 40-47 min a 1,3 mL min" de fluxo
para 26% B e 15% C; 47-48 min a 1,3 mL min™ de fluxo para 30%
B e30% C; 48-54 min a 1,3 mL min™' de fluxo para 30% B e 30% C;
55-60 min a 1,2 mL min™' de fluxo para 100% A.

A identificacdo dos compostos foi realizada pela ChemiStation
Lachrom® com base nos tempos de retengéio das amostras e com-
paracdo com os tempos dos padrdes, dados de literatura e de seus
espectros introduzidos na biblioteca eletronica (Reverse Library
Search Results).%'*1°

Tabela 3. Teor de sélidos obtidos nos processos de extracdo do Nasturtium officinale

Processo de massa de planta  volume etanol

volume final massa de solidos

% soélidos % soélidos rendimento

extra¢ao (2) adicionado (mL) (mL) (2) no extrato na planta (35,33=100%)
Alcoolatura 500 530 700 (300%*) 7,42 (3,18%) 1,06 2,12 (35,33%**) 70 (30 =perda)
Dupla maceragio 500 1500 1000 110 11 22 62,3
Analitico 10 200 100 3,53 3,53 35,23 99,7
Farmacotécnico 500 3000 1000 171,5 17,15 34,25 96,9

* = perda de sélidos no residuo da alcoolatura, ** = perda no residuo de alcoolatura, *** = referéncia de esgotamento.
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Para a construcfo da curva analitica da solugdo padrao®!>!* foram
utilizados niveis de concentragio em dcido clorogénico sendo 5, 10,
20,40, 45, 50 55 e 60 ug mL'e rutina com 10, 20, 40, 80, 90, 100,
110 e 120 pg mL"! segundo norma.?

Os processos de extragdo foram comparados com dois grupos
fendlicos, fenilpropandides com dcido clorogénico (2) e flavonéides
com rutina'*!"!18 (1). Para o preparo da solucdo padrdo com &cido
clorogénico e rutina, adicionou-se 20 mg de 4cido clorogénico e 40
mg de rutina em um baldo volumétrico de 100 mL e seu volume foi
completado com etanol 85%.5%'° Para anélise por CLAE, as amostras
de padroes foram diluidas com solu¢@o mista da fase movel A:fase
movel B (1:1 v/v) e co-injetadas em todas as andlises dos processos
de extragdo.

2

Figura 2. Formulas estruturais — rutina (1) e dcido clorogénico (2)

Métodos de extracio e analises

As extracdes foram realizadas com solventes P.A. e em tripli-
cata.

Alcoolatura e dupla maceragdo

Para a obten¢ao de alcoolatura foram triturados, por 2 min, 500 g
da planta inteira fresca e 550 mL de etanol a 96%. Em seguida, esta
solugdo foi submetida a uma maceragdo a frio, por 72 h e filtracdo a
vécuo. A preparacdo da alcoolatura foi realizada de acordo com nor-
mas estabelecidas pela farmacopéia.'>'® A alcoolatura foi concentrada,
onde 250 mL foram concentrados para 40 mL e seu volume ajustado
para 50 mL com etanol a 85%.

Para extracdo por dupla maceracdo, 500 g do material vegetal
foram maceradas em 1000 mL de etanol 85% (850 mL de etanol 96%
e 150 mL de dgua) em um percolador de 3 L. Apés 72 h, procedeu-se
a eluigdo que resultou na obtencio da primeira fragdo de 500 mL do
extrato. O residuo foi novamente extraido por maceragdo, durante
72 h, ap6s adi¢do de 500 mL de etanol 85%, produzindo a segunda
fracdo de 500 mL do extrato. Pela reunido destas duas fracdes foram
obtidos 1000 mL de extrato bruto etandlico.

O teor de sélidos da alcoolatura e da dupla maceragéo foi determi-
nado por meio de perda por estufa a 45 °C, por 3 h, utilizando-se uma
aliquota de 10 mL de amostra, em triplicata. Para andlise de fendlicos
por CLAE, 500 pL de alcoolatura e 300 pL da dupla maceragio foram
diluidos em 500 e 900 pL, respectivamente, em solu¢do mista de fase
movel A e fase mével B (1:1 v/v) em tubo Eppendorf de 1,5 mL.

Soxhlet modificado farmacotécnico
No Soxhlet modificado com aplicacdo farmacotécnica, hd subs-
tituicdo do sistema de percola¢do por uma placa de teflon perfurada

Quim. Nova

(Figura 3) e recoberta com algoddo, com o objetivo de filtrar a solug¢do
extratora eluida.

Foram adicionados 500 g de material vegetal no extrator, 1500 mL
de etanol 85% sobre o material vegetal para umectagao (por 30 min)
e 1500 mL de etanol a 85% (1275 mL de etanol 96% e 225 mL de
agua) no baldo de fundo chato (para conexdo com o sistema Soxhlet,
utiliza-se baldo com junta 24/40 ou 29/42). O processo de extracdo
foi mantido por 5 h (para conexdo com o condensador, utiliza-se junta
71/60). Em seguida, concentrou-se o extrato do baldo para aproxima-
damente 800 mL. O extrato foi transferido para um baldo volumétrico
e completado o volume com etanol (85%) para 1000 mL.

O teor de sélidos dos extratos foi determinado por meio de perda
por estufa a 45 °C por 3 h, utilizando aliquota de 10 mL de amostra,
em triplicata.

Para andlise de fendlicos por CLAE, 150 uL de amostra foram
diluidas em 1350 pL de solugdo mista de fase mével A e fase mével
B (1:1 v/v) em tubo Eppendorf de 1,5 mL.

A

Figura 3. Soxhlet modificado farmacotécnico, onde A = sistema Soxhlet (10 cm
de didmetro e 41 cm de altura) e B = placa de teflon (10 cm de didmetro)

Soxhlet analitico modificado

A preparacdo do extrato analitico foi feita adicionando-se 10 g do
material vegetal num cartucho de vidro tipo Pyrex® com base de vidro
sinterizado G3 (Figura 4), 50 mL de etanol 85% (85 mL de etanol
96% e 15 mL de dgua) deixando o sistema em repouso por 30 min,
para umectagdo da droga. Em seguida, 150 mL de etanol 85% foram
adicionados ao baldo de fundo chato (para conexdo com o sistema
Soxhlet, utiliza-se baldo com junta 24/40) e conectou-se ao extrator.
Esse procedimento ficou ativo por 4 h (para conexdo com o conden-
sador, utiliza-se junta 45/50). O extrato obtido foi concentrado para
80 mL e seu volume completado para 100 mL com etanol 85%.

O teor de s6lidos dos extratos foi determinado por meio de perda
por estufa a 45 °C por 3 h, utilizando aliquotas de 10 mL de amostra,
em triplicata.

Para o preparo da amostra padrao, os padrdes, dcido clorogénico
e rutina foram extraidos em Soxhlet modificado com aplicagao de 20
mg de 4cido clorogénico e 40 mg de rutina num cartucho de vidro tipo
Pyrex® com base de vidro sinterizado G3, contendo 10 g de amido.
Foram adicionados 50 mL de etanol (85%) deixando o sistema em
repouso por 30 min, para umectagdo do material vegetal. Em seguida,
150 mL de etanol 85% foram adicionados ao baldo de fundo chato
e conectou-se ao extrator. Esse procedimento ficou ativo por 4 h. O
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extrato obtido foi concentrado para 80 mL e seu volume completado
para 100 mL com etanol (85%).

Para verificac¢@o da inércia e termoestabilidade, 10 g de material
vegetal, 20 mg de dcido clorogénico e 40 mg de rutina foram utilizados
em processo idéntico ao de preparacdo do extrato analitico e amostra
padrio. Para andlise de fenélicos por CLAE, 300 puL de amostra pa-
dréo, 500 pL do extrato analitico e 300 pL de extrato, para verificagcdo
dainércia e termoestabilidade, foram diluidos em 900, 500 e 900 uL,
respectivamente, em solucdo mista de fase mével A e fase mével B
(1:1 v/v) da CLAE, em tubo Eppendorf de 1,5 mL.

R
|
2
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A

Figura 4. Soxhlet analitico modificado, onde A = sistema Soxhlet (7 cm
de didmetro e 23 cm de altura) e B = cartucho de vidro com base de vidro
sinterizado G3 (6 cm de didmetro e 19,5 cm de altura - destes, 2,5 cm cor-
respondem a altura da base)

CONCLUSOES

Neste trabalho verificou-se a termoestabilidade no sistema
Soxhlet modificado, ou seja, no processo extrativo ndo ocorreu
variacdo da composicdo do mesmo, com o efeito da temperatura.
A termoestabilidade foi avaliada por CLAE e o teor de fendlicos,
calculado em 4cido clorogénico e rutina, comprovou que o processo
é termoestdvel ao efeito da temperatura e que atende as normas da
ANVISA. Este processo mostrou-se limpo, rdpido, reprodutivel e
com alto rendimento em extraiveis em relacdo ao teor de sélidos,
apresentando no extrator o residuo do material vegetal incorporado
com o etanol destilado do final do processo.

Termoestabilidade de processos extrativos de Nasturtium officinale R. Br. 1035

No processo analitico obteve-se 35,23% de sdlidos a partir de 10
g de planta para 200 mL de solvente extrator (1:20) e no farmacotéc-
nico, 34,25% de sélidos a partir de 500 g para 3000 mL de solvente
extrator (1:6). Isto sugere que o processo farmacotécnico necessitaria
de pelo menos o dobro de tempo em cada sistema de extracdo para
se equiparar ao analitico, tornando-se invidvel em custo de energia e
tempo disponivel do equipamento e na utilizagdo industrial, devido
ao custo final do produto.
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