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Identificacdo dos compostos da arruda atraves de cromatografia e
uso do amostrador Headspace

Rodrigo Gallotti Lima®

RESUMO

A presente pesquisa utiliza a Arruda (Ruta graveolens L.), erva
bastante utilizada para fins terapéuticos. O objetivo desta
pesquisa é otimizar a extracdo dos Compostos Orgéanicos
Volateis (COV’'s) da Ruta graveolens L. utilizando a técnica do
headspace, afim de melhor identificar os COV’'s da erva
através da cromatografia gasosa e espectrometria de massas.
Para tal, como método de extracdo, escolheu-se o headspace
utilizando um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrometro
de massas como técnicas de deteccdo e identificacao
respectivamente. A condicdo que promoveu a melhor
identificacdo dos componentes contemplando boa resolucéo,
separacao e intensidade de sinal obtidos nos cromatogramas
foi encontrada utilizando 3g de folhas colocadas em frascos de
headspace de 20 ml, juntamente com 5 ml de agua e 1,5
gramas de NaCl, prensadas e maceradas e submetidos a
aguecimento na temperatura de 60°C durante 23 minutos, para
posterior analise cromatografica. Apos realizacdo da andlise
cromatografica, fez-se a deteccdo e identificacdo dos
compostos mediante uso de biblioteca considerando como
valor minimo 90% de similaridade, resultando na presenca de
ésteres, aldeidos, cetonas, alcodis, aminas além de mono
terpenos ciclicos, perfazendo um total de dezessete compostos
identificados que sao utilizados para diversos fins tais como
fabricacdo de produtos cosmeéticos, confeccdo de odores
artificiais, solvente de resinas, pigmentos, tintas, na fabricagao
de adesivos, tratamento da hiperplasia benigna prostatica etc.

Palavras-chave: Ruta Graveolens. Cromatografia gasosa.
Headspace.
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INTRODUCAO

A arruda (Ruta graveolens L.) é uma planta da familia Rutaceae, nativa do
nordeste da Europa e sudeste da Africa. Este subarbusto é cultivado mundialmente
devido a aromaticidade substancial de suas folhas e tem sido constantemente
utilizado na medicina em decorréncia de suas propriedades terapéuticas, atribuidas
ao longo dos séculos (DI STASI E HIRUMA-LIMA(2002) E LORENZI E
MATOS(2002)). A Ruta graveolens L. é largamente utilizada como recurso medicinal
pela populacéo local em todo o Brasil. De suas folhas, produzem-se os chas que sdo
utilizados para fins calmantes ou aplicacdo das folhas secas em pd no combate a
insetos da ordem Phthiraptera (AL-QURAINY et al., 2011).

A atividade bioldgica da Arruda tem sido atribuida a presenca de substancias
a exemplo de cumarinas e alcalodides, particularmente quinolinas, furanocumarinas e
furanoquinolinas, mediante realizacao de estudos fitoquimicos (CUNHA et al., 2003).

A arruda contém varias substancias em sua composicdo, das quais se
destacam o psoraleno, a rutina e a quercetina. A espécie destaca-se como
venotdnica, antiparasitaria, espasmolitica e fotosensiblilizante. A rutina, atribuem-se
as seguintes propriedades: inibe a aldose-redutase, combate a fragilidade dos
capilares,  hipotensor,  antitrombogénico, antidermatitico,  antiinflamatorio,
antiedémico, antierittmico, antihematdrico, antihistaminico, antidiabético,
antioxidante, pesticida, antitumor, antiviral, preventivo do cancer, protetor capilar,
anticatarata, larvistatico e espasmolitico (SANTOS et al., 2009).

A quercetina sdo atribuidas as propriedades analgésica, antiHIV, antialérgica,
bactericida, antidiabética, carminativa, antigastrica, hepatoprotera, antihistaminica,
antiinflamatadria, antioxidante, antiespasmadica, antitumoral, antiviral e larvistatico. O
psoraleno é usado em casos de vitiligo e psoriase. (DONG et al., 2003; KAMINSKI
et al., 2003).

Dentre os métodos mais utilizados para analisar COV’S destaca-se aquele
gue faz uso do headspace em conjunto com um espectrometro de massas acoplado
cromatégrafo a gas (NAVARRO et al., 2005)

O headspsce é uma técnica excelente e sensivel, utilizada para analisar
compostos em baixas concentracdes. Nesta técnica, na qual o analito é,

necessariamente, mais Vvolatli que a matriz, este volatiliza
preferencialmente, podendo ser determinado sem os interferentes dos
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outros componentes da amostra, através da analise do vapor desprendido
do analito (GOBATO E LANCAS, 2001).

Uma vez que a fase de amostra € introduzida no interior do frasco e este é
fechado, os componentes volateis difundem-se na fase gasosa até que o espaco da
cabeca do frasco seja atingido e entre em equilibrio, como representado pelas setas

(Figura 1). Em seguida, a amostra € retirada do espaco ao nivel da cabeca do

frasco.
G - Fase gasosa (Headspace)
A fase gasosa refere-se ao espaco entre a tampa e a fase de amostra diluida.
Anaitos I A - Fase da Amostra
voldteis A fase de amostra contém o composto de interesse. E geralmente sob a forma de um liquido
ou solido em combinag¢ao com um solvente de diluigao ou um modificador da matriz

Amostra, Solvente de diluicio e
modificador de matriz

Fig. 1 — As duas fases de um frasco de Headspace
Fonte: Adaptado de Melquiades et al, 2006

A cromatografia gasosa € uma ferramenta fundamental na identificacdo e
guantificacdo de diversos compostos, especialmente os de origem vegetal, devido
ao auxilio das bibliotecas espectrais, com detector de massas (GC-MS) operando
sob condicbes de impacto de elétrons. A quantificacéo € realizada através do uso de
padrdo interno, que compensa uma possivel baixa recuperacao durante o processo
de extracao e a variagdo na resposta instrumental (RODRIGUES, 2006).

O presente trabalho tem como objetivo otimizar a extracdo dos Compostos
Organicos Volateis (COV’'s) da Ruta graveolens L. utlizando a técnica do
headspace, afim de melhor identificar os COV’s da erva através do GC-MS.
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DESENVOLVIMENTO
MATERIAIS E METODOS

1. Amostra

Amostras da Ruta graveolens L. (galhos com folhas frescas e verdes) foram
adquiridas em um mercado local, armazenadas em sacos plasticos e transportadas
para o laboratério para andlise. No intuito de se obter maxima concentragdo dos

volateis da amostra, estas foram analisadas no mesmo dia da sua compra.

2. Preparo das amostras

Os galhos foram desfolhados no laboratério manualmente e as folhas por sua
vez foram cortadas com uma tesoura, em pedacos medindo aproximadamente de
0,5 a 0,8 cm. As massas 1g, 1,59 e 3g da folha foram pesadas em balanca analitica

e colocadas em frascos de headspace de 20 ml como sendo as massas da amostra.

3. Parametros do “headspace”
Para o procedimento de extracédo, os seguintes parametros foram avaliados:
> Extracdo: A seco (somente a folha), com solvente (folha + agua), com solucao
salina (folha + 4gua + 1,5g de NacCl).
» Temperatura de extracao: 50, 60 e 70°C.
» Tempo de extracdo: 15, 23 e 30min.

Obs.: A 4gua utilizada foi purificada no sistema Milli-Q (Millipore). O volume injetado

da amostra foi de 500uL e cada amostra foi analisada em triplicata.
4. Cromatografia gasosa / Espectrometria de massas

Utilizou-se um cromatégrafo a gas da marca Varian modelo 3900 equipado
com injetor Split/Splitless (250°C Razé&o Split 1:20). A coluna utilizada foi a DB-1MS
(100% dimetilpolisiloxano) (baixa polaridade - 30m, 0.25mm d.i., 0.25um e.f.). O
forno foi programado com uma temperatura inicial de 40°C (Patamar de 1 min.),
rampa até 210°C & razdo de 7°C min, e tempo total de 25,29 min. A pressédo do géas

Hélio foi de 350 kPa, com velocidade linear de 36,6 cm/s, 0 mesmo estava acoplado
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a um Espectrémetro de Massas modelo Saturn 2100T com energia de ionizacéao de
70eV e com varredura de massas com range de m/z 35 a 400 u.m.a. para
identificacdo dos componentes da planta.

Para a identificagdo dos compostos detectados na amostra utilizou-se as
bases de dados de espectros de massas NIST105, NIST21 EWILEY139 com
similaridade acima de 90%. O banco de dados é limitado e, em alguns casos, indica

quais seriam 0s provaveis constituintes, por aproximagao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Apdés tentativas em triplicatas de todas as combina¢cdes de métodos amostrais
possiveis, a condicdo que promoveu melhor identificacdo dos componentes
contemplando boa resolucdo, separacdo e intensidade de sinal obtido no
cromatograma foi encontrada utilizando:

» Extracdo: 3g de folhas colocadas em frascos de headspace de 20 ml,
juntamente com 5 ml de agua e 1,5 gramas de NaCl, prensadas e maceradas.

» Temperatura de extracao: 60°C.

» Tempo de extragdo: 23min.

e Quanto ao tipo de extracdo, 3g da amostra prensadas e maceradas na solucéo
salina foi o tipo que melhor apresentou resultados, uma vez que o sal pbéde
desprender melhor os COV's da amostra em relacdo os outros tipos de
extracdo que apresentavam baixos picos e ma resolucéao.

e Quanto a temperatura de extracdo, 60°C foi a que melhor respondeu a esta
pesquisa uma vez que desprendeu maior quantidade de COV’s da amostra.

e Quanto ao tempo de extracdo, até 23 minutos, foram identificados todos os
compostos mais relevantes.

A representatividade foi constatada, uma vez que as diferengcas entre as
replicatas da amostra estudada n&o foram significativas.

Um perfil cromatografico representativo foi obtido conforme mostra a Figura 2.
Para melhor visualizagéo os picos foram numerados e identificados na Tabela 1.

Da andlise cromatografica observou-se a presenca de ésteres, aldeidos,
cetonas, alcodis, aminas além de mono terpenos ciclicos destacando a presenca do
acido propandico, do pentil ester utilizado para fabricacédo de produtos cosmeéticos e

tintas de impressao, o 2-hexenal, (E) um componente de feroménios de alarme de
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percevejos que tem mostrado acdo cairomonal eficiente para parasitéides de ovos,
biciclo[3.1.1]hept-2-eno, 2,6,6-trimetil-(a-pineno) muito  utilizado para fins
farmacéuticos e na confeccdo de odores artificiais, o ciclohexeno, 1-metill-4-
(metiletenil)-, (S)- (L-Limonene) usado como solvente de resinas, pigmentos, tintas,
na fabricacdo de adesivos etc. Também € usado pelas industrias farmacéuticas e
alimenticias como componente aromatico e para dar sabor (flavorizantes) na
obtencdo de sabores artificiais de menta e na fabricagdo de doces e chicletes, a
isoquinolina, 7-metil- as quinolinas sé@o Uteis em terapia, em particular no tratamento
da hiperplasia benigna prostatica, a 2-undecanone que é um abortivo se usado em
altas concentracfes, podendo causar morte uterina e a 9,10-antracenodiona, 1-
(metilamina)-4-[(4-metilfenil)amina]- que é utilizado como solventes em corantes.
Outros volateis possivelmente presentes na amostra ndo foram detectados em

funcado da sensibilidade do detector.
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Figura 2 — Cromatograma da amostra de arruda.
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Tempo de
Pico Nome do Composto Retencao CASn°
) (min.)

1 Acido propandico, pentil ester 3,809 624-54-4

2 2-hexenal, (E) 5,316 6728-26-3
3 Acido Bunatonoico, 2-metil-, propil ester 6,285 37064-20-3
4 Biciclo[3.1.1]2 hepteno, 2,6,6-trimetil- 7,449 2437-95-8
5 2-Heptanona, 4-metil- 8,286 6137-06-0
6 Ciclohexeno, 1-metil-4-(metiletenil)-, (S)- 9,435 5989-54-8
7 3-Octanol, acetato 9,558 4864-61-3
8 Isoquinolina, 7-metil- 10,550 54004-38-5
9 2-decanol 10,827 1120-06-5
10 Ciclopenteno, 3-etenil- 11,899 26727-45-7
11 Hidroxilamina, o-decil- 13,676 29812-79-1
12 2-Dodecanona 13,989 6175-49-1
13 2-Undecanona 14,713 112-12-9
14 2-Tetradecanol 14,950 4706-81-4
15 5-Dodecanol acetato 15,590 60826-24-6
16 9,10-antracenodiona,1-(metilamino)-4- 16,097 128-85-8

[(4metilfenil)amina]-
17 2-Tridecanona 18,449 593-08-8

Tabela 1 — Composicao quimica dos volateis das amostras de arruda.

Segundo Orlanda (2011), ao extrair e analisar os compostos do 6leo essencial
da Ruta Graveolens L. via GC-MS, obtiveram-se 0s seguintes constituintes
guimicos: a classe metilcetbnica ou monoterpendides, representada por quatro
compostos: 2-nonanona, 2-decanona, 2-undecanona e 2-dodecanona. Além destes
compostos foram identificados os ésteres, acetato de octila, ftalato de etila e acetato
de pentadecanila. Os ultimos n&do foram identificados por diversos motivos dentre
eles: sensibilidade do detector, diferentes métodos de extracdao dos COV’s, e em
func@o da amostra (época de coleta, diferentes tipos de solo, condigbes e tempo de
armazenamento, condi¢cdes de temperatura, luminosidade e umidade do ar as quais

0 material vegetal é submetido etc).
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Os compostos identificados em ambas pesquisas: 2-nonanona e 2-
undecanona da Ruta Graveolens L., apresentam as seguintes propriedades
comprovadas: bactericida, fungicida, aleloquimicos, antioxidante, inseticida,
repelente, alelopético, expectorantes, antivirais, descongestionantes hepaticos,

estimulantes da circulacéo e do sistema nervoso central (DE FEO et al., 2002).
CONCLUSAO

De acordo dos resultados encontrados foi possivel otimizar a extracao dos
Compostos Organicos Volateis (COV's) da Ruta graveolens L. utilizando a técnica
do headspace, afim de melhor identificar os COV's da erva através do GC-MS.

Através dos experimentos realizados, observou-se que aspectos como tipo,
temperatura e o0 tempo de extracdo foram determinantes na melhor condicao
identificacdo dos componentes contemplando boa resolucdo, separacdo e
intensidade de sinal obtido no cromatograma em Mcounts.

Nesta pesquisa observa-se que o presente método uma vez otimizado €
simples e constitui uma boa ferramenta para analise de COV's da Ruta graveolens
L. Por fim, sugere-se esta metodologia para extrair e identificar COV's de outras

espécies vegetais medicinais.
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ABSTRACT

This research uses the Rue (Ruta graveolens L.) herb widely used for therapeutic
purposes. The objective of this research is to optimize the extraction of Volatile
Organic Compounds (VOCs) from Ruta graveolens L. using the technique of
headspace in order to better identify the VOCs herb by gas chromatography and
mass spectrometry. To do so, picked up as the headspace extraction method using a
gas chromatograph coupled to a mass spectrometer as detection techniques and
identification respectively. The condition which provided better identification of
components comprising good resolution, separation and signal intensity obtained in
the chromatograms were found using 3g of sheets placed in headspace vials of 20
ml, along with 5 ml of water and 1.5 grams of NaCl, pressed and crushed and
subjected to heating at 60 ° C for 23 minutes for subsequent chromatographic
analysis. After gas chromatographic analysis, it was the detection and identification
of library compounds by using as the minimum value whereas 90% similarity,
resulting in the presence of esters, aldehydes, ketones, alcohols, amines plus mono
cyclic terpene, a total seventeen compounds identified that are used for various
purposes such as manufacturing of cosmetic products, preparation of artificial odors,
solvent for resins, pigments, inks, in the manufacture of adhesives, treatment of
benign prostatic hyperplasia etc.

Key-words: Ruta Graveolens. Gas Cromatography. Headspace.
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