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RESUMO DO PROJETO 

 

O uso de extratos e tinturas de partir de fontes naturais para fins terapêuticos 

remonta o aparecimento da humanidade. A ação biológica proveniente destas 

misturas é justificado pela diversidade estrutural e química de seus compostos na 

qual, interagem concomitante a diferentes alvos proteicos. No entanto, os últimos 

anos foram marcados pela substituição das metodologias clássicas de isolamento e 

teste biológicos por ferramentas de automação como High Throughput Screening 

(HTS) e o uso da química combinatória para a geração de substâncias. No entanto, 

os resultados até o momento foram insatisfatórios e a indústria tem retomado o uso 

dos produtos naturais. Para tanto, ela tem buscado por abordagens mais racionais 

de detecção e identificação estrutural de biomarcadores. Dentro dessa óptica, a 

inserção e o desenvolvimento de metodologias de desreplicação associadas a 

estudos metabolômicos sob a visão da biologia sistêmica torna-se crítica na busca 

por micromoléculas ativas. Recentemente, o uso de técnicas hifenadas como a 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), associadas a métodos 

espectroscópicos de RMN e a espectrometria de massas de alta resolução (EMAR), 

tem sido fundamentais na geração de métodos analíticos em estudos 

metabolômicos e de biologia sistêmica em plantas, fungos endofíticos, e outras 

organismo, acelerando a escolha de matrizes bioativas promissoras. Este projeto 

visa ao entendimento das relações moleculares presentes em matrizes dinâmicas 

gerando ferramentas analíticas para uma abordagem racional no estudo de produtos 

naturais bioativos. Para tanto, espécimes depositadas na nossa extratoteca, da 

família Solanaceae, pouco estudadas no que diz respeito a sua composição química 

serão o objeto de estudo deste projeto. 
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ABSTRACT 

 

The use of drugs from natural sources is as old as humanity itself. However, 

due to the economic impact caused by globalization, many pharmaceutic industries 

searched for alternatives to speed-up assays aiming for simpler structural molecules 

and low-costs budgets. Therefore, the insertion and development of methods of 

dereplication associated to metabolomics studies through an approach in system 

biology is a key issue when searching for bioactive molecules. Recently, due to the 

advancement of technology, the use of hyphenated techniques such as high 

performance liquid chromatography (HPLC) coupled to spectroscopic methods like 

nuclear magnetic resonance (NMR) and high resolution mass spectrometry (HRMS) 

intensified the metabolomic and system biology research in plants and fungi thus, 

accelerating the selection of bioactive substances. This project aims to study the 

molecular dynamics in complex matrixes using multivariate analysis and in doing so 

generating analytical tools to apply as a rational approach towards the study of 

bioactive natural products and the understanding of their complexity. To accomplish 

this task, specimens deposited in our bank of extracts, from the Solanaceae family, 

little studied on their chemical composition but that showed interesting bioactivities 

form initial biological screenings, will be the object of study on this project. 
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PREFÁCIO 
 

Uma nova era em bioquímica de plantas, ao nível de sistemas, vem sendo 

incorporada na qual fenômenos bióticos e abióticos são entendidos através da 

correlação multifatorial de dados moleculares. Este campo emergente é direcionado 

a caracterização de moléculas pequenas (metabólitos) que atuam como substratos, 

ligantes ou entidades de sinalização em células. No presente estudo, são 

estabelecidas metodologias e estratégias para triagem e identificação de metabólitos 

(desreplicação) com base em estudos metabolômicos. Foram analisados 

metabólitos das folhas e ramos de espécies Solanum (S. paniculatum, S. 

americanum, S. swartzianum e S. excelsum) fazendo uso de técnicas analíticas do 

estado da arte em espectrometria e espectroscopia. Essas plantas foram escolhidas 

devido aos atributos nutricionais e medicinais, além de serem geneticamente 

próximas ao tomate, o qual representa um modelo para a família Solanaceae. 

Afim de ampliar toda a faixa de detecção e identificação de metabólitos, foram 

utilizadas tecnologias acopladas entre as cromatografias a gás e líquida com a 

espectrometria de massas (CG-EM e CLAE-EM) e a ressonância magnética nuclear 

(CLAE-SPE-RMN). Adicionalmente, foram construídas bases de dados de 

metabólitos a partir de dados moleculares da razão massa/carga e deslocamento 

químico, assim como ferramentas quimiométricas e computacionais foram utilizadas 

para o aperfeiçoamento das técnicas de desreplicação.  

Uma introdução geral (capítulo 1) descreve a importância histórica dos 

produtos naturais e o seu atual contexto no mercado farmacêutico. Adicionalmente, 

informações biológicas, químicas e econômicas relativas ao gênero Solanum são 

discutidas em detalhes. Os capítulos 2 e 3 descrevem a evolução dos métodos de 

desreplicação e suas aplicações em metabolômica de plantas. 

O segundo capítulo descreve o desenvolvimento e implementação de 

metodologias baseadas em espectrometria de massas, utilizando de CG-EM e 

CLAE-DAD-EM para a análise e identificação de metabólitos primários e 

secundários presentes nas espécies de Solanum. Adicionalmente são apresentados 

protocolos com informações sobre os reagentes utilizados, preparação de amostra, 

configuração instrumental, métodos de análise e estratégias de processamento de 

dados. 
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O terceiro capítulo traz informações quanto ao uso da técnica de ressonância 

magnética nuclear para a identificação de metabólitos secundários. Uma seleção de 

experimentos de RMN mono e bidimensionais (1H, HSQC, HMBC e TOCSY1D) 

foram realizados para as frações obtidas no sistema CLAE-SPE-RMN. 

Adicionalmente a descrição de experimentos pseudo-bidimensionais como DOSY 

assim como a aplicação de ferramentas quimiométricas como RANSY e STOCSY 

são apresentadas com o propósito de acelerar o processo de triagem e 

principalmente superar as dificuldades relativas a elucidação estrutural de 

compostos em misturas complexas. 
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PREFACE 
 

 A new era in biochemistry of plants at the level of systems has been 

incorporated in which biotic and abiotic phenomena are understood by multifactorial 

correlation of molecular data. This emerging field is oriented towards the 

characterization of small molecules (metabolites) that act as substrates, ligands or 

signaling entities in cells. In this study, methodologies and strategies are established 

for screening and identification of metabolites (dereplication) based on metabolomic 

studies. Metabolites were analyzed from branches and leaves of Solanum species 

(S. paniculatum, S. americanum, S. and S. swartzianum excelsum) using state of the 

art analytical techniques in spectrometry and spectroscopy. These plants were 

selected because of their nutritional and medicinal attributes,  

 In order to extend the full range of detection and identification of metabolites, 

coupling technologies were used between the gas and liquid chromatography with 

mass spectrometry (GC-MS and HPLC-MS) and nuclear magnetic resonance 

(HPLC-SPE-NMR). In addition, a metabolic database was built using molecular mass 

and chemical shift data. Chemometrics and computational tools were used for assist 

in all dereplication steps. 

 A general introduction (chapter 1) describes the historical importance of 

natural products and its current context into pharmaceutical market. Biological, 

chemical and economic information about Solanum genus is discussed as well. 

Chapters 2 and 3 describe the evolution of dereplication methods and their 

applications in metabolomics plants. 

 The second chapter describes the development and implementation of mass 

spectrometry-based methodologies (GC-MS and HPLC-DAD-MS) for the analysis 

and identification of primary and secondary metabolites present in the species of 

Solanum. Protocols with information about the reagents, sample preparation, 

instrumental configuration, analysis methods and data processing strategies are 

described. 

 The third chapter provides information on the use of nuclear magnetic 

resonance technique to identify the secondary metabolites. A selection of mono and 

two-dimensional NMR experiments (1H, HSQC, HMBC and TOCSY1D) were 

performed for fractions obtained from HPLC-SPE-NMR system. In addition the 
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description of pseudo-two-dimensional experiments DOSY as well as the application 

of chemometric tools as RANSY and STOCSY are presented in order to speed up 

the screening process and mostly overcome the difficulties of the structural 

elucidation of compounds presents in complex mixtures.  
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CAPÍTULO 1 - A IMPORTÂNCIA DOS PRODUTOS NATURAIS NO 
SÉCULO XXI E O ESTUDO DO TÁXON SOLANUM 

 



! 30!

A IMPORTÂNCIA DOS PRODUTOS NATURAIS NO SÉCULO XXI 

 
 Os recursos naturais sempre foram imprescindíveis para o desenvolvimento e 

manutenção da qualidade de vida. A diversidade de produtos obtidos dessa fonte 

incluem principalmente os alimentos, óleos, carboidratos, proteínas, fibras e os 

biocombustíveis (BAKER et al., 2007; BARREIRO; BOLZANI, 2009; PINTO et al., 

2002; LUBBE; VERPOORTE, 2011). 
Apesar da grande importância dos metabólitos primários como matéria-prima 

para inúmeros processos, plantas, fungos, bactérias e animais são cultivados e/ou 

extraídos de seu habitat em busca de substâncias especiais, os chamados 

metabólitos especializados ou “secundários”. Essa química fina serve de base na 

indústria agroquímica para a produção de pesticidas, herbicidas, fabricação de 

produtos cosméticos, perfumes, corantes e principalmente no desenvolvimento de 

fármacos (BARREIRO; BOLZANI, 2009; LUBBE; VERPOORTE, 2011). 

Dentro deste contexto, a química de produtos naturais (QPN) têm buscado e 

investigado por substâncias ativas em biotas terrestres e marinhos. Historicamente, 

a QPN possui um forte apelo terapêutico e não raro ela é a principal fonte de 

diversidade química para a descoberta de novos medicamentos (BARREIRO; 

BOLZANI, 2009 BUTLER, 2004, PUPO et al., 2007; NEWMAN; CRAGG, 2007, 

2012, 2014). 

De fato, o florescimento da QPN como ciência de fronteira quimio-

farmacêutica ocorreu durante a segunda guerra mundial. A demanda por antibióticos 

impulsionou os programas de pesquisa dentro das companhias farmacêuticas por 

novas metodologias de triagem metabólica. A chamada golden era (1940-1980) 

ofereceu novas possibilidades no campo da medicina através da descoberta e 

produção de um arsenal terapêutico nunca visto antes. Para se ter uma ideia, a 

expectativa de vida era 44 anos no início do século XX e saltou para os 77 anos nos 

meados da década de 1990 (BAKER et al., 2007; LI; VEDERAS, 2009). 

Descobertas como a estreptomicina (1), gentamicina, tetraciclina (2) e outros 

antibióticos não só auxiliaram no aumento da expectativa de vida mas serviram de 

estímulo para desenvolvimento de novos programas de pesquisa em torno dos 

produtos naturais. A compactina e mevinolina (3), inibidores da biossíntese do 

colesterol, são frutos da busca de protótipos nos programas P&D, figura 1. A partir 
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desses fármacos foram criadas as chamadas terapias de estatinas, na qual ainda 

hoje são um grande sucesso terapêutico e econômico (BAKER et al., 2007; 

BUTLER, 2004). 
Figura 1. Agentes terapêuticos desenvolvidos entre 1950-1970 a partir da química de produtos 
naturais - (1) streptomicina; (2) tetraciclina e (3) mevinolina. O Sorafenib (4) foi desenvolvido durante 
no início da década de 2000 com a introdução da química computacional e combinatória.  

 

Newman & Cragg lançaram três revisões (2000, 2007, 2012) da qual mostram 

que aproximadamente 50% dos fármacos de uso clínico presentes no mercado 

farmacêutico são origem natural. De modo geral, esses compostos são encontrados 

como purificados, derivados, análogos ou então obtidos através de processos de 

semi-síntese. Em último caso, os metabólitos encontrados em fontes naturais têm 

servido de inspiração para a síntese de novas entidades químicas (NEWMAN; 

CRAGG, 2007, 2012, 2014). 

No caso dos medicamentos usados no tratamento do câncer ou doenças 

infecciosas esse percentual é ainda maior, cerca de dois terços desses agentes são 

de origem natural (NEWMAN; CRAGG 2007, 2012, 2014). 

Apesar do sucesso dos PN, as décadas de 1990 e 2000 foram marcadas pela 

diminuição ou extinção de grande parte dos programas de P&D em PN. A introdução 

de ensaios em Automated High Throughput Screening (HTS), processo do qual um 
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grande número de amostras são testados frente a um alvo molecular, em grande 

parte contribuiu para desinteresse nos PN (LI; VEDERAS 2009; PINTO et al., 2002). 

A rapidez dos ensaios e a baixa diversidade dos alvos proteicos exigia uma 

demanda por um pool de metabólitos puros na qual os PN não podiam atender. 

Além da limitação em número de compostos em comparação a bibliotecas de 

sintéticos, os hits de fontes naturais, em maioria, apresentavam estruturas mais 

complexas com numerosos substituintes com funções oxigenadas e uma 

abundância de centros estereogênicos. Isto dificultava o processo de identificação 

além de contribuir para problemas de escalonamento, suprimento e rendimento 

industrial (BUTLER, 2004; LI; VEDERAS 2009; NEWMAN; CRAGG, 2012). 

Problemas relacionados a sazonalidade e as variações ambientais da 

composição dos organismos aumentaram ainda mais as barreiras para a pesquisa 

em PN (LI, VEDERAS 2009). Questões políticas sobre a propriedade intelectual, 

defesa da biodiversidade (patrimônio da fauna e flora) e os subsequentes royalties 

para as comunidades tradicionais nas quais os possíveis compostos bioativos 

seriam extraídos, finalmente determinou o abismo existente entres as grandes 

farmas e os PN (LI; VEDERAS, 2009). 

A química combinatória (QC), em contrapartida, prometia preencher tal 

demanda criando uma imensidão de compostos para os testes em HTS sendo 

altamente reprodutíveis e de baixa complexidade. A QC seria totalmente 

transponível para escala industrial, em casos de aprovação pela FDA ou outros 

órgãos reguladores. Sob o ponto de vista político-econômico, a QC eliminava todas 

as questões diplomáticas e burocráticas envolvidas em qualquer tipo de 

extrativismo. Em resumo, o custo de investimento em descoberta e subsequente 

desenvolvimento operacional seria muito mais baixo e menos burocrático que o uso 

dos PN (BAKER et al. 2007; BUTLER 2004; LI; VEDERAS, 2009; NEWMAN; 

CRAGG 2012). 

Notáveis exceções permaneceram com a abordagem baseada em PN como 

Novartis, Merck e Bayer enquanto GlaxoSmithKline, Sanofi-Aventis, Pfizer, Bristol-

Myers Squibb, Eli Lilly, Hoffman-La Roche e Schering-Plough acataram a 

abordagem da QC e terminaram suas atividades em descobertas por meio de PN. 

(BAKER et al., 2007; BUTLER, 2004). 

Contudo, os resultados da QC foram aquém das expectativas e, até meados 

da década de 1990 haviam dúvidas quanto a utilidade dessa metodologia na 
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descoberta de candidatos. Em uma entrevista publicada na revista Chemical e 

Engineering News, Lipinski chegou a afirmar: 

 - The combinatorial libraries in the early years were so flawed that if you took 

the libraies across Pharma and stored them in dumpsters you would have improved 

productivity (ROUCHI, 2003). 

Até o momento, somente o fármaco Sorafenib (4), um inibidor de multiquinase 

indicado para câncer renal em estágio avançado foi obtido a partir derivado da 

química combinatória para uso clínico (NEWMAN; CRAGG, 2007, 2012). 

O fato é que o uso da HTS combinado a QC aumentou a capacidade de 

triagem de compostos, mas o número de novas entidades químicas com valor 

medicinal caiu drasticamente. Em 2002, chegou-se ao nível mais baixo entre as 

entidades químicas em fase de testes pré-clínicos e clínicos desde o surgimento do 

HTS como metodologia de triagem (BUTLER, 2004 e 2005; LI; VEDERAS, 2009; 

ROUGUI, 2003). 

A questão que permanece é: a queda é devido às limitações dos aspectos 

inovativos do processo de descoberta, por exemplo, geração de compostos 

utilizando um limitado espaço químico (ineficácia das biblioteca de compostos 

sintéticos e o baixo número de alvos proteicos) ou é devido à ausência da 

diversidade estrutural dos produtos naturais no processo de triagem?  

De todo modo, o que realmente pode-se afirmar é que metodologias 

baseadas em uma abordagem reducionista, na qual foca a pesquisa por 

mecanismos químicos através de um alvo terapêutico não deve ser a única opção. A 

combinação do conhecimento em nível molecular com concepções holísticas podem 

ser um atrativa alternativa para o uso dos PN. Um bom exemplo é o trabalho de 

Proudfoot (2002) no qual reportou que 8 das 29 fármacos lançados em 2000 foram 

derivadas de PN ou hormônios e, o HTS não apresentou impacto significante para o 

processo de descoberta de tais estruturas (BUTLER, 2005; PROUDFOOT, 2002) 

Portanto, a mudança do paradigma para uma visão mais holística, como são 

as filosofias da medicina tradicional chinesa (TCM – Traditional Chinese Medicine) e 

Ayurveda, podem servir de suporte para retomada dos PN. 

 Nesta concepção, um unguento (ou tecnicamente um extrato) na qual 

consiste de uma mistura de moléculas estruturalmente complexas é visto como uma 

entidade única com efeitos multifatoriais em um dado organismo. Sob uma 

perspectiva molecular, a descoberta de drogas envolveria questões integrativas aos 
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organismos, como as interações e interconversões moleculares entre os indivíduos e 

seus ambientes passando pelo DNA, mRNA, proteínas, metabólitos e, finalmente o 

fenótipo, figura 2 (BAKER et al., 2007; CAPRA, 2007; VERPOORTE et al., 2005). 
Figura' 2.' Esquema' ilustrativo' do' fenótipo' de' um' organismo' a' partir' do' produto' da' conexão' intra;
específica'entre'sistemas'genômicos,'transcriptômicos,'proteômicos'e'metabolômicos.'

 

Dentro dessa perspectiva, a QPN tem buscado alternativas para o 

desenvolvimento de drogas potenciais e, fundamentalmente quatro novas 

abordagens veem sendo incorporadas: (i) a biologia de sistemas (BS), que 

considera as patologias e os mecanismos terapêuticos como processos 

multifatoriais; (ii) metabolômica, que busca, no perfil metabólico total (do doente e do 

agente terapêutico), informações e correlações relevantes ao desenvolvimento de 

novos agentes terapêuticos; (iii) quimiometria, que permite a análise dos complexos 

processos multifatoriais e sua interpretação, e; (iv) desreplicação, que simplifica o 

processo analítico através da identificação in silico de moléculas previamente 

conhecidas (HUR et al, 2012; LANG et al., 2008; LI; VEDERAS, 2009; NICHOLSON; 

LINDON, 2008; ULRICH-MERZENICH, et al. 2007). 

Desta forma, a partir de estudos integrados dos componentes e 

comportamentos dinâmicos dos sistemas biológicos é possível determinar respostas 

multiparamétricas relativas a um dado fenômeno (LEVESQUE; BENFEY, 2004; 

FUNARI et al., 2013; NICHOLSON; LINDON, 2008;). 
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Utilizando de uma visão holística, sistemas celulares ou organismos íntegros 

(animais, órgãos, cultura de tecidos, etc.) são analisados através da integração entre 

ensaios clínicos e modelos experimentais (e.g. uso de animais), na qual 

observações clássicas de fisiologia (sangue, pressão ou alguma atividade biológica) 

são combinadas com ferramentas modernas de observação, como a expressão 

gênica e proteica. 

A metabolômica por sua vez, tratou da análise de tais fenômenos como 

função de variação dinâmica do metaboloma (PATTI et al., 2012; NICHOLSON; 

LINDON, 2008; NIELSEN; JEWETT, 2007; VERPOORTE et al., 2010; YULIANA et 

al., 2011). Contudo, a exploração de moléculas biologicamente ativas em matrizes 

complexas apresenta um desafio às técnicas analíticas modernas devido a grande 

quantidade de dados e principalmente a complexidade intrínseca deles 

(WOLFENDER et al., 2009 e 2013). Assim, métodos quimiométricos são 

necessários para o planejamento experimental e, principalmente para tratamento de 

dados de forma inteligível. 

No entanto, a tarefa mais complexa em qualquer estudo metabolômicos talvez  

esteja envolvida no processo de identificação estrutural. A complexidade e 

diversidade estrutural dos PN criam as principais dificuldades para a triagem de 

biomarcadores (WOLFENDER et al., 2009 e 2013). 

Nesse contexto, a desreplicação vem sendo incorporada aos estudos 

metabolômicos como ferramenta de triagem molecular. Em geral, ela simplifica o 

processo analítico de identificação estrutural através do uso de ferramentas 

analíticas acopladas, como a HPLC-DAD-EM, juntamente a análise in silico de 

dados através da comparação em bases de dados. Neste processo, moléculas já 

reportadas são rapidamente identificadas resultando na priorização de moléculas 

bioativas inéditas relativas a um dado estímulo (LANG et al., 2008; LI; VEDERAS et 

al., 2009; NICHOLSON et al., 2008; ULRICH-MERZENICH et al., 2007). 

Em suma, os avanços tecnológicos no último século permitiram não somente 

uma maior eficiência científica mas levantaram questionamentos sobre conceitos da 

visão mecanicistas do mundo atual. Vivemos num momento de transição conceitual 

em vários setores da sociedade e não diferente está para ciência. Abordagens 

sistêmicas e holísticas cada vez mais recorrentes em pesquisas de fronteira 

impulsionam o desenvolvimento de metodologias e ferramentas. Para o século XXI, 
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podemos esperar uma ciência sistêmica, integrativa, holística, colaborativa e 

principalmente multidisciplinar. 

 

TÁXON SOLANUM 
 

A família Solanaceae é constituída por 100 gêneros e mais de 2.500 espécies 

distribuídas nas regiões temperadas e tropicais, figura 3. As solanáceas 

representam uma das maiores culturas agrícolas do planeta, composta por batatas, 

tomates, pimentas e o tabaco. Sua importância econômica confere a ela estudos 

biológicos, químicos e tecnológicos. (OLMSTEAD et al., 2008). 

O gênero Solanum destaca-se na família Solanaceae, composto por c.a. 

1,400 espécies, o que representa cerca de 1% da flora de angiospermas. Sua alta 

taxa de especiação é rara nas angiospermas o que a torna alvo para estudos de 

adaptação ambiental e de processos evolutivos (POCZAI et al., 2008; WHALEN et 

al., 1979). 

Inicialmente, a classificação taxonômica das espécies de Solanum foi 

baseada em características morfológicas como por exemplo a presença/ausência de 

espinhos ou características de anteras e cabelos (D’ARCY, 1979). No entanto, 

nenhum desses sistemas foi completamente satisfatório para compartimentar a 

diversidade morfológica do gênero. Somente em meados da década de 2000, o 

trabalho de Bohs et al. (2007) usando dados moleculares do gene de cloroplasto 

ndhF classificou os subgneros e seções seguindo uma metodologia cladística. 

Atualmente, a filogenia do gênero é baseada na combinação de dados genômicos 

de ndhF de cloroplasto, F-trnT e waxy (BOHS et al., 2007). 
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Figura'3.'Distribuição'geográfica'da'família'Solanaceae'(em'verde)'no'mundo,'acessado'de'
http://www.mobot.org/mobot/Research/AP/web/'

 

A química do gênero Solanum é marcada pela presença de esteroides, 

saponinas, flavonoides, terpenos e glicoalcaloides (GA), sendo os dois últimos os 

quimiomarcadores do gênero (BREITHAUPT et al., 2002; MILNER et al., 2011; REN 

et al., 2009; SUN et al., 2006; SUTHAR et al., 2008; WEISSENBERG et al., 2001; 

ZHANG et al., 2010). De modo geral, as agliconas dos GA possuem um esqueleto 

colestano hidrofóbico de 27-carbonos com um nitrogênio incorporado ao anel F ou 

anel A na forma de anéis piperidínicos ou aminas primárias. As cinco principais 

classes de glicoalcaloides presentes no gênero são: solanidanos (1), nos quais 

apresentam aneis indolizidinicos fundidos, os espirosolanos (2), na qual apresentam 

um sistema oxa-azaespirodecano, (22,26)-epiminocolestanos (3), 3-

aminoespirostanos (4) e R-epiminocicloemicetal (5), figura 4 (MILNER et al., 2011; ). 

Do ponto de visto biossintético estes compostos são análogos nitrogenados 

das sapogeninas e assim como elas, são biosintetizados a partir da rota do 

colesterol com subsequentes modificações na cadeia lateral. Segundo Dewick 2002, 

o processo final de biossíntese dos espirosolanos ocorre através da aminação na 

posição C-26 do derivado 26-hidroxicolesterol fazendo uso da L-argenina como 

precursor. Após uma hidroxilação em C-22 ocorre a ciclização via uma substituição 

nucleofílica entre a amina primária e o carbono secundário em C-22 formando o anel 

piperidínico. Para a etapa de formação do núcleo esteroidal é proposto uma 

segunda hidroxilação em C-16 resultando numa adição a imina, figura 5. 

Aparentemente todas as outras classes de glicoalcaloides presentes nas 

espécies de Solanum seguem o mesmo padrão da rota do colesterol e diferem uma 

das outras no processo de ramificações de suas cadeias laterais (DEWICK, 2002). 
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Figura'4.'Estrutura'base'das'cinco'principais'classes'de'glicoalcaloides'encontrados'em'espécies'de'
Solanum.'O'primeiro'esqueleto'foi'inserido'a'critério'de'nomenclatura'e'numeração'dos'anéis'dos'
glicoalcaloides'esteroidais.'1'–'solanidanos;'2'–'espirosolano;'3'–'(22,26)'epiminocolostano;'4'–'3;
aminoespirostano'e'5';'α;epiminocicloemicetal.'

 

Figura' 5.' Proposta' biossintética' da' formação' de' alcaloides' espirosolanos' a' partir' da' rota' do' colesterol.'
entraído'de'Dewick,'2002,'p.390.'

 
 Dentre todos os glicoalcaloides encontrados em Solanum, a solasodina é sem 

dúvida o composto mais recorrente. Na forma de glicosídeo, esse composto 

presente em folhas e frutos pode ser encontrado em até 2% em massa em 

determinadas espécies (S. liciniatum e S. marginatum). A alta concentração da 

solasodina e seus derivados tem despertado o interesse do mercado farmacêutico 
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The resulting skeleton is termed a C-nor-D-
homosteroid in keeping with these alterations in
ring size. Cholesterol is a precursor of this group of
alkaloids, and a mechanism accounting for the ring
modifications is shown in Figure 6.129, where the
changes are initiated by loss of a suitable leaving
group from C-12. Typical representatives of C-
nor-D-homosteroids are jervine and cyclopamine

(Figure 6.130) from Veratrum californicum, toxic
components in this plant that are responsible
for severe teratogenic effects. Animals grazing
on V. californicum and some other species of
Veratrum frequently give birth to young with
cyclopia, a malformation characterized by a single
eye in the centre of the forehead. The teratogenic
effects of jervine, cyclopamine, and cyclopamine
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por espécies de Solanum, uma vez que esses compostos podem ser convertidos a 

progesterona por meio de degradações de Marker (DEWICK, 2002). 

Dentro da perspectiva terapêutica inúmeros exemplos mostram o potencial 

farmacológico das espécies de Solanum. Ikeda et al. (2003), avaliou atividade 

antitumoral de uma série de glicosídeos esteriodais encontrados em mais de 40 

espécies de Solanum. O resultado mostrou que a desgalactotigonina, obtido de 

Solanum lyratum é o mais ativo sendo dez vezes mais potente que o padrão cis-

diaminodicloroplatina (II) (CDDP) (IKEDA et al., 2003).  

Mesia-Vela et al. (2002) utilizando de uma abordagem holística avaliou o 

extrato aquoso das raízes de S. paniculatum em ratos submetidos a ulceração via 

etanol. Os resultados mostraram uma atividade anti-úlcera via inibição de secreção 

de ácido gástrico (ED50 448 mg.Kg-1). A espécie Solanum americanum apresentou 

atividade anti-fúngica contra Cryptococcus neoformans (200 mg.mL-1) e frente ao 

estágio epimastigota e tripomastigota de Trypanosoma cruzi (CÁCERES et al., 

1998). 

Inúmeros exemplos mostram que espécies de Solanum atuam como agentes 

terapêuticos para uma série de enfermidades, como câncer, doenças virais, 

disfunções hepatológicas e gástricas. Muitas delas ainda são ativas contra diversas 

espécies de bactérias, fungos e vírus (BARI, et al. 2010; NGUELEFACK et al., 2008; 

LI, et al., 2008; PEREZ, et al., 2006). 

A potencial farmacológico de espécies de Solanum endêmicas do Brasil levou 

a inserção da espécie Solanum paniculatum (popularmente conhecida como 

jurubeba) na lista de 77 plantas medicinais lançadas em 2008 pela secretaria de 

Ciência, Tecnologia e Insumos Estratégicos do Brasil (RENISUS) (BRASIL, 2006). 

De acordo com a portaria estabelecida, a fitoterapia aplicada no Sistema 

Único de Saúde (SUS) desta espécie (Solanum paniculatum) é relativa as atividades 

antiemética, anti-nauseante, anti-infecciosa, analgésica, anti-inflamatória e anti-

pasmódica (BRASIL, 2006). 

Portanto, a escolha do táxon Solanaceae teve como princípio explorar a 

biodiversidade ecológica e química de espécies brasileiras com potencial terapêutico 

e consequentemente, contribuir para o desenvolvimento da sociedade e a ciência 

brasileira. 
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DESENVOLVIMENTO DE HIPÓTESES 

 
A diversidade estrutural dos produtos naturais tem constituído ao longo da 

história um dos pilares da descoberta e desenvolvimento de agentes terapêuticos. 

Ao mesmo tempo que a complexidade química e biológica dos PN permite uma 

maior afinidade aos alvos proteicos eles também criam barreiras e desafios no 

processo analítico de triagem molecular. 

Tradicionalmente, o isolamento de compostos bioativos de fontes naturais tem 

seguido metodologias baseadas em isolamento bioguiado (IBG). Fazendo o uso de 

técnicas cromatográficas, compostos bioativos são repetidamente coletados e 

separados até a purificação. Em seguida, eles são analisados por técnicas 

espectrométricas e espectroscópicas e finalmente testados nos ensaios de HTS. 

Entretanto, está abordagem clássica vem sendo questionada devido aos inúmeros 

desafios que a pesquisa moderna em PN tem encarado. 

Em primeiro lugar, devemos nos perguntar se os resultados obtidos têm sido 

proporcionais aos tremendos esforços desprendidos. O processo de purificação não 

somente requisita de uma intensiva mão-de-obra, mas também consome grandes 

quantidades de solventes e materiais caros e potencialmente impactantes para o 

meio ambiente. Em parte, estes problemas estão associados a complexidade 

química e a baixa concentração dos compostos bioativos nos PN. Afim de 

estabelecer uma metodologia mais eficiente e econômica para determinação de 

estruturas, este estudo traz a hipótese que os processos convencionais de 
purificação podem ser acelerados e focados por métodos otimizados de 
preparação de amostra, separação e detecção de compostos (Hipótese A). 

Embora muitos compostos puros podem ser obtidos através IBG, os 

subsequentes resultados das análises espectroscópicas/espectrometria (por 

exemplo, UV-Vis, EM, RMN, etc.) podem trazer resultados decepcionantes como por 

exemplo, a elucidação de compostos que não apresentam interesse para as 

indústrias farmacêuticas ou re-isolamento de compostos previamente identificados. 

A incerteza e o acaso de resultados tem encorajado vários grupos de 

pesquisa a adotar metodologias mais racionais na busca por moléculas de interesse. 

Entre elas destaca-se a desreplicação, na qual visa melhorar a eficiência do 

processo de isolamento e elucidação estrutural em PN. Este estudo visa expandir 



! 41!

a utilidade das ferramentas analíticas acopladas (CLAE, CG, EM e RMN) para a 
desreplicação de estruturas em PN. Adicionalmente, a combinação de EM e 
RMN com técnicas cromatográficas podem assistir em um planejamento mais 
eficiente de esquemas de fracionamento assim como gerar perfis 
metabolômicos das espécies em estudo. (Hipótese B). 

O principal desafio nas análises de RMN de produtos naturais é o alto número 

de sobreposições de sinais de picos na qual muitas vezes interfere na interpretação 

dos dados de RMN. Em particular, a similaridade estrutural de congêneres de PN 

cria problemas no processo de desreplicação devido aos padrões de similaridade 

espectroscópica. Assim, torna-se difícil empregar metodologias convencionais, tal 

como a comparação de espectros obtidos em bases de dados com os resultados 

experimentais. No entanto, este estudo traz a hipótese que o uso de 
ferramentas estatísticas de deconvolução permitirá a separação de sinais 
sobrepostos tornando mais fácil o processo de elucidação estrutural em RMN. 
(Hipótese C) 

Em estudos metabolômicos via CLAE-EM, a identificação molecular é 

baseada nos dados de massa de alta resolução e no perfil de fragmentação EM/EM. 

Assim, os resultados são comparados com bases de dados de massas como 

METLIN, MassBank, DNP, entre outras, levando a detecção de possíveis Hit’s para 

um dado íon. Entretanto, devido a especificidade metabólica dos organismos muitas 

informações ainda não estão presentes nas bases de dados. 

Deste modo, o que ocorre é uma interpretação manual dos dados de 

fragmentação, que pode levar entre minutos até várias horas dependendo da 

natureza e complexidade dos compostos. Do ponto de vista dinâmico (tempo) isto 

inviabiliza estudos metabolômicos, uma vez que centenas ou até milhares de 

compostos são detectados ao mesmo tempo. Para este estudo, levanta-se a 
hipótese que o uso de ferramentas quimiométricas de correlação poderiam 
organizar de forma sistemática o conjunto de dados intra e inter-amostras. 
Para tanto, informações EM/EM deverão ser analisadas através de 
agrupamentos de similaridade. (Hipótese D) 

Nas próximas seções serão demonstrados uma variedade de ferramentas 

hoje disponíveis para melhorar e/ou acelerar a descoberta de agentes terapêuticos a 

partir da abordagem metabolômica. A conjunção entre os avanços analíticos e as 

ferramentas quimiométricas de deconvolução, agregação e comparação de dados 
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levarão ao desenvolvimento de estratégias rápidas e racionais para a elucidação 

estrutural em PN e assim podendo auxiliar na descoberta de novos agentes 

terapêuticos. A tabela 1 reporta um planejamento do estudo dividido em capítulos 

com os respectivos tópicos. 
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Tabela&1.&O&planejamento&do&presente&estudo.&

CAPÍTULO: TÓPICO 
Aspecto da 

pesquisa em PNs 

Aspecto da 

complexidade dos PNs 
Hipóteses Metodologia 

CAPÍTULO 2 – USO DA CROMATOGRAFIA 

ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE 
MASSAS NO ESTUDO METABOLÔMICO DE 

PLANTAS: MÉTODOS DE DECONVOLUÇÃO, 

DESREPLICACÃO E AGRUPAMENTO 

MOLECULAR PARA DETECÇÃO DE 

SUBSTÂNCIAS 

• Separação 

/Isolamento; 

• Perfil 

metabolômico 

• Desreplicação 

• Diversidade estrutural & 

similaridade; 

• Variação do gradiente 

de concentração 

metabólica 

• Complexidade residual 

Hipótese A 

Hipótese B 

Hipótese D 

 

• Uso de softwares para adaptação e 

otimização de sistemas 

cromatográficos; 

• Deconvolução e desreplicação via 

CG-EM e CLAE-EM 

• Uso das mapas de rede molecular 

através de dados de massas 

sequencial para desreplicação 

CAPÍTULO 3 – USO DA CROMATOGRAFIA 
ACOPLADA A RESSONÂNCIA MAGNÉTICA 

NUCLEAR NO ESTUDO METABOLÔMICO 

EM PLANTAS: MÉTODOS DE 

DECONVOLUÇÃO, DESREPLICAÇÃO E 

ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL 

• Separação 

/Isolamento; 

• Desreplicação; 

• Elucidação; 

• Diversidade estrutural & 

similaridade; 

• Variação do gradiente 

de concentração 

metabólica 

• Complexidade residual 

Hipótese A 

Hipótese B 

Hipótese C 

• Uso do acoplamento CLAE-SPE-

TT-RMN para a desreplicação 

(modo seleção) 

• Estratégia de integração de 

ferramentas quimiométricas 

(RANSY e STOCSY) com novas de 

sequências de pulso em RMN 

TCOSY1D e DOSY (modo time 

slice) 
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CAPÍTULO 2 – USO DA CROMATOGRAFIA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRIA DE MASSAS NO ESTUDO METABOLÔMICO DE 
DE ESPÉCIES DE SOLANUM: MÉTODOS DE DECONVOLUÇÃO, 

DESREPLICACÃO E AGRUPAMENTO MOLECULAR PARA 

DETECÇÃO DE SUBSTÂNCIAS 
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INTRODUÇÃO 
 

A metabolômica surgiu como tecnologia de análise e comparação da resposta 

metabólica multiparamétrica de seres vivos através de estímulos genéticos, 

ambientais ou patofisiológicos (NICHOLSON, 2008). Atualmente ela é usada numa 

infinidade de aplicações tanto em sistemas humanos, microbianos quanto em 

plantas (DIXON et al, 2006; HALL, 2006; NIELSEN; JEWETT, 2007). 

Particularmente as plantas, como organismos sésseis, utilizam de sua 

maquinaria bioquímica para produção de uma panóplia de compostos 

estruturalmente complexos para proteção e adaptação ambiental (WENG, 2014). 

Essa multitude estruturalmente complexa (incluindo também a variação quantitativa) 

torna o processo analítico de extração e detecção um grande desafio para estudos 

metabolômicos (WOLFENDER et al., 2009; NICHOLSON, 2008). 

Ao longo das últimas décadas, vários métodos voltados a metabolômica de 

plantas vem sendo desenvolvidos. A maioria deles fazendo uso de técnicas de 

acoplamento (separação e detecção), como por exemplo a cromatografia associada 

a espectrometria de massas e/ou ressonância magnética nuclear (CLAE-EM e CG-

EM, EC-EM e CLAE-SPE-RMN) (BINGOL et al., 2015; DIXON et al., 2006; FILLET; 

FRÉDÉRICH, 2015; HALL, 2006; LISEC et al., 2006; PETERSON et al., 2014). 

De fato, as plataformas baseadas em EM são atualmente as mais utilizadas 

em metabolômica de plantas devido principalmente a sensibilidade e as tecnologias 

de acoplamento, que em RMN ainda é um desafio (Hall, 2006). A CG-EM utilizando 

o analisador do tipo tempo de voo (time of flight – ToF) foi a primeira ferramenta 

usada no screening de metabólitos em larga escala (FIEHN et al., 2000). Um 

detalhado protocolo de CG-EM usado para extração, derivação e subsequente 

análise de dados foi descrito por LISEC et al. (2006).  

A abordagem CG-EM utilizando de metodologias de derivação permite a 

análise de metabólitos não voláteis, principalmente aqueles envolvidos no 

metabolismo primário, como ácidos orgânicos, aminoácidos, carboidratos, álcoois, 

intermediários fosforilados (derivados da fração polar) além dos compostos lipofílicos 

tais como ácidos graxos e esteróis (fração apolar) (FIEHN et al., 2000; LISEC et al., 

2006; PETERSON et al., 2014). 
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Por outro lado, a CLAE-EM agrega principalmente a bioquímica semi-polar, 

incluindo o grupo dos metabólitos especializados/secundários (GIKAA et al., 2014; 

GÓMEZ-ROMERO et al., 2010; HUR et al., 2013; JANDRIĆ et al., 2014). Dentro 

deste grupo de compostos podemos destacar os alcaloides, saponinas, ácidos 

fenólicos, fenilpropanoides, flavonoides, glicosinolatos, poliaminas e todos os seus 

derivados (GIKKA et al., 2014, BINGOL et al., 2015). 

 

Algumas considerações sobre coleta e preparo de amostras 
 

Embora não existam limitações quanto ao tipo de amostra, algumas 

recomendações devem ser consideradas para qualquer método de coleta e extração 

em metabolômica: 

• Padronização de coleta; 

• Inibição enzimática; 

• Homogeneidade amostral; 
A padronização de coleta remete a localidade e as condições de coleta. 

Assim, estudos metabolômicos devem considerar questões de sazonalidade,  

localidade e tempo. Qualquer amostragem deve conter no mínimo 6 indivíduos e ser 

realizada no mesmo período do ano, local/região e horário. Isso evita que os efeitos 

sazonais possam confundir ou interferir nos fenômenos de estudo (ÁLVAREZ-

SÁNCHEZ et al., 2010; KIM; LISEC et al., 2006; VERPOORTE, 2010).  

A inibição enzimática é outro aspecto fundamental para garantia da 

reprodutibilidade. No ato de coleta algumas enzimas desencadeiam diferentes 

reações que podem alterar o perfil metabólico. Deste modo, o uso de nitrogênio 

líquido ou metanol resfriado (-40oC) são necessários para a desnaturação de 

eventuais proteínas que podem levar a degradação química (ÁLVAREZ-SÁNCHEZ 

et al., 2010; KIM; VERPOORTE, 2010; MUSHTAQ et al., 2014). 

A homogeneidade amostral tem por finalidade a padronização do material 

vegetal para a etapa de extração. Após submetido a imersão em nitrogênio líquido 

ou metanol (-40oC) o material vegetal é pulverizado com auxílio de um sistema de 

trituração, que pode ser desde gral e pistilo até sistemas de moinhos resfriados 

(KIM; VERPOORTE, 2010; ÁLVAREZ-SÁNCHEZ et al., 2010; MUSHTAQ et al., 

2014). O importante nesses casos é que o material tenha uma uniformidade de 
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granulação na qual possibilite a entrada de solvente nas cavidades celulares 

resultando em maior eficiência e reprodutibilidade de extração (ÁLVARES-

SÁNCHEZ et al., 2010). 

Assim como no processo de amostragem, a etapa de extração é 

extremamente importante pois é ela que define qual tipo de metaboloma será 

observado. Em todos os casos, algumas recomendações devem ser tomadas 

durante a etapa de extração para estudos metabolômicos: 

• Rapidez 

• Capacidade de Extração 

• Reprodutibilidade 
Como em muitos estudos metabolômicos utilizam de grandes populações, 

métodos rápidos são necessários para que a execução do projeto seja viável em 

tempo quanto economicamente (MUSHTAQ et al., 2014). 

A extensão talvez seja o aspecto mais importante de qualquer estudo 

metabolômico juntamente com a reprodutibilidade. A capacidade de extração de 

compostos estruturalmente diversos é determinante para a detecção da multitude de 

fenômenos desencadeados a partir de um dado estímulo. Assim, diversos métodos 

de extração tem sido avaliados como a maceração, ultrassonificação, microondas, 

extração em fase sólida (SPE) e fluído supercríticos. Contudo, a maceração continua 

sendo o método mais utilizado (ÁLVAREZ-SÁNCHEZ et al., 2010; MUSHTAQ et al., 

2014; BECKONERT et al., 2007; HEYMAN et al., 2012). 

Com o auxílio de soluções a base de álcool (metanol e/ou etanol) compostos 

semi-polares como ácidos fenólicos, flavonoides, alcaloides e esteróis glicosilados 

são eficientemente extraídos da matriz vegetal. Enquanto, carotenoides, ácidos 

graxos e terpenos são melhor extraídos em clorofórmio (MUSHTAQ et al., 2014; 

KIM; VERPOORTE, 2010). Contudo, o NuBBE tem optado pela substituição de 

solventes clorados por agentes menos tóxicos como acetato de etila (FUNARI et al., 

2014). 

A reprodutibilidade é determinante para o diagnóstico de alvos moleculares. 

De forma resumida, a metabolômica decorre através da comparação de dados sob 

diferentes condições. Assim, em sistemas não normalizados, existe a possibilidade 

de não observar qualquer efeito ou ainda pode levar a falsos-positivos, o que seria 

um desastre no desenvolvimento das justificativas subsequentes (ÁLVAREZ-

SÁNCHEZ et al., 2010; MUSHTAQ et al., 2014). 
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Vale ressaltar que cada análise representa um simples momento do estado 

metabólico do organismo sem qualquer referência a variação biológica ou erros de 

medida. Para estimar tais variações, replicatas (no mínimo 6) biológicas e suficientes 

replicatas técnicas (no mínimo 3) de uma mesma espécie necessitam ser 

preparadas e analisadas.  

 

Algumas considerações sobre análise em CG-EM e CLAE-EM 
 

Além das tradicionais vantagens em eficiência de separação e 

reprodutibilidade (tempos de retenção) comparado a CLAE, a CG-EM possui outros 

aspectos positivos para o uso em estudos metabolômicos. A reprodutibilidade do 

perfil de fragmentação (EM/EM), decorrente da padronização do modo de ionização 

(ionização por elétrons) e da normalização das energias de ionização (70eV), 

possibilita a criação de bases de dados (a partir de padrões autênticos) para a 

comparação espectral intra e inter laboratoriais e, assim acelerando o processo 

desreplicação (FIEHN et al., 2000; LISEC et al., 2006; PETERSON et al., 2014). 

Adicionalmente, reações de metoximação seguidas de sililação ampliaram a 

faixa de análise da CG-EM incluindo principalmente os metabólitos primários com 

funções hidroxil, aminas, amidas, fosfatos e tióis (LISEC et al., 2006). No entanto, 

alguns pontos negativos devem ser destacados no processo de derivação como: a 

formação de isômeros no caso de carboidratos e de degradação em certas classes 

de aminoácidos (FIEHN et al., 2000; LISEC et al., 2006). 

No caso da CLAE-EM, a vantagem é que, em princípio, nenhuma etapa de 

derivação é necessária para a análise de compostos polares e semi-polares. Do 

ponto de vista instrumental, a CLAE-EM possui um enorme vantagem em relação ao 

número de analisadores disponíveis no mercado quando comparado a CG–EM. 

De todo modo, a avaliação da performance de espectrômetros de massas é 

baseada nos seguintes critérios, (figura 6):  

• Poder de resolução (ou resolução); 

• Exatidão de massa;  

• Variação da dinâmica linear; 

• Sensibilidade; 
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Em geral, instrumentos que utilizam de analisadores do tipo quadrupolo (Q) 

possuem um poder de resolução de até 4 vezes menor que sistemas em tempo de 

voo (ToF) (BALOGH, 2004). Uma maior resolução em massa resulta numa maior 

distinção entre sinais de razão massa-carga relativamente próximos. O uso de 

soluções de lock mass, podem ajudar de forma complementar na correção de 

desvios no eixo de massa-carga (BALOGH, 2004; FIEHN, 2000). 

Instrumentos híbridos como QToF possuem alta sensibilidade e resolução, no 

entanto, em termos de variação da dinâmica linear eles são limitados por suas 

propriedades de tempo-digital que é somente capaz de gravar um íon por tempo 

morto. Assim, sinais intensos tornam-se saturados, mascarando sua real intensidade 

e levando a distorções na forma do pico e na exatidão dos valores de massa 

(VERHOEVEN et al., 2006). 

Adicionalmente, aspectos relativos a composição da matriz como solventes e 

interferentes podem contribuir para o efeito de supressão de sinal ou efeito de 

matriz. Como resultado, metabólitos secundários minoritários são em grande parte 

não detectados. Esse fenômeno é frequentemente observado em sistemas que 

fazem uso de infusões diretas (PETERSON et al., 2014).!

Já os instrumentos de FT-ICR-EM ou do tipo orbitrap permitem medidas em 

maior nível de exatidão e robustez na variação dinâmica (MAKAROV et al., 2006). 

Avanços na tecnologia de alguns instrumentos de QToF e sistemas em Orbitrap tem 

levado a maior velocidade de transmissão iônica permitindo a realização de 

experimentos do tipo AutoEM/EM (MAKAROV et al., 2006). Em modo 

automatizado o experimento AutoEM/EM realiza um experimento EM (EM1) na qual 

seleciona os íons majoritários e, em seguida realiza experimentos de fragmentação 

do tipo EM2 em tempo real. Isso permite que todos os picos da amostra sejam 

fragmentados numa única injeção. No caso dos sistemas Orbitraps, é possível 

analisar os íons em ambos os modos de ionização (positivo e negativo) num único 

experimento (PETERSON et al. 2014). 

 

 
Figura!6.!Parâmetros!utilizados!para!descrever!a!performance!de!espectrômetros!de!massas.!O!poder!
resolução! de! massa (ou resolução), m/Δm, pode ser descrito duas maneiras: (1). para m 
sendo a média da razão massa-carga associada com dois sinais de massas adjacentes de 
igual tamanho e forma que se sobrepões por 50% e Δm sendo a diferença em entre o sinal 
de massa-carga entre os dois sinais de massas adjacentes ou (2) m sendo o sinal de massa 



! 50!

no ápice e Δm sendo a largura a meia altura (50%) do sinal de massa, designado por FWHM 
(full width at half height of maximum). A exatidão de massa é descrito pela razão entre o 
erro de massa (diferença entre a massa real e a medida) e a massa teórica, 
frequentemente representado como partes por milhão (ppm). A sensibilidade é descrita 
pela razão entre nível do sinal de massa e o nível do sinal do ruído.  A variação da 
dinâmica linear é descrito como o intervalo de linearidade do sinal do íon medido em 
função da concentração do analito. 

!
!

Algumas considerações sobre a identificação de compostos via 

espectrometria de massas 
 

Usualmente a identificação de metabólitos via espectrometria de massas é 

realizado segundo a combinação das seguintes informações: 

• Exatidão de massas; 

• Distribuição isotópica; 

• Padrões de Fragmentação; 
O cálculo de combinações químicas que ajustam a determinados valores da 

razão massa-carga é geralmente o primeiro passo para se obter um conjunto de 

alternativas que possam levar a identidade dos metabólitos detectados (KIND; 

FIEHN, 2010; NEUMANN; BÖCKER, 2010; WOLF et al., 2010). 

Utilizando um equipamento com alta resolução, o número de possibilidades 

de formulas moleculares (FM) diminui drasticamente. De fato, o número de FM 
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aumenta em proporção ao valor de m/z e assim, uma pré-seleção de elementos 

químicos deve ser feita, evitando a geração de excessivas falsas alternativas (KIND; 

FIEHN, 2010).  

Em geral, para a metabolômica de plantas, a maioria dos metais podem ser 

excluídos (exceto Na e K que são adutos comuns em EM), sendo que os elementos 

chave são o C, H, O e N e em segundo plano P e S (GIKKA et al., 2014; KIND; 

FIEHN, 2010) 

Uma maneira eficiente de confirmação de fórmula molecular é fazer uso de 

padrões isotópicos a partir do íon molecular. Para todas as moléculas, a intensidade 

do segundo sinal revela relação da abundância isotópica da composição molecular 

do íon (KIND; FIEHN, 2010). Esta estratégia pode remover mais que 95% dos falsos 

positivos permitindo as subsequentes etapas de elucidação com um número limitado 

de FM (KIND; FIEHN, 2007, 2010). 

O padrão de fragmentação de um dado íon fornece informações estruturais 

daquele composto. O conhecimento das vias de fragmentação assim como o 

entendimento de quebras homolíticas ou heterolíticas tem permitido a elucidação de 

compostos via EM. Um exemplo típico são os flavonoides O-glicosilados. Ligações 

lábeis como por exemplo, entre a aglicona e o glicosídeo são facilmente rompidas 

através de perdas neutras. Assim, com baixas energia de colisão (como na fonte de 

ionização) é possível distinguir diferentes classes de açúcar como hexoses, 

deoxihexose, pentoses, etc. 

Para maiores energias de colisão é notado quebras relativas ao esqueleto 

molecular como reações de retro-Diels-Alder (RDA), saídas de monóxido de 

carbono, quebras radicalares e perdas neutras de água. Com este arsenal de 

informações é possível retro-construir a molécula estudada permitindo, em alguns 

casos, determinar o padrão de substituição e a conectividade dos seus elementos 

(CLAEYS et al., 1996; CROTTI et al., 2006; CUYCKENS et al., 2000 e 2005; 

MARCH et al, 2006; PETERSON et al., 2014; WARIDEL et al., 2001). 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Coleta e classificação do material vegetal 
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As amostras vegetais foram coletadas em diferentes localidades no estado de 

São Paulo, conforme tabela 2, e identificadas pela botânica Giselda Durigan. As 

exsicatas foram depositadas no herbário do Instituto de Botânica da cidade de São 

Paulo. A figura 7 ilustra as espécies coletadas. 

 
Tabela! 2.! Locais! de! coleta! das! espécies! de! Solanum.! Os! códigos! das! amostras! fazem! referência! aos!
identificadores!(ID)!presentes!no!banco!de!extratos!do!NuBBE.!!

Código Espécie Parte Local da coleta 
M985 S. paniculatum folhas Estação Ecológica de Itirapina 
M986 S. paniculatum ramos Estação Ecológica de Itirapina 
R271 S. swartzianum folhas Estação Ecológica e Experimental de Assis 
R272 S. swartzianum ramos Estação Ecológica e Experimental de Assis 

F052 S. swartzianum folhas Parque Estadual da Serra do Mar / Núcleo 
Cunha 

M951 S. americanum folhas Estação Ecológica de Itirapina 
M952 S. americanum ramos Estação Ecológica de Itirapina 

F55 S. excelsum folhas Parque Estadual da Serra do Mar / Núcleo 
Cunha 

Figura! 7.! fotos! ilustrativas! das! espécies! estudadas:! S.) paniculatum;) S.) swartzianum;) S.) americanum) e) S.)
excelsum.!

 

 

Extração e secagem 
 
O material vegetal obtido no horto da faculdade de ciências farmacêuticas de 

Araraquara – FCFAR foi  previamente separado em ramos e folhas e submetido ao 

banho em N2 líquido para inibição enzimática. Em seguida, o material foi seco e 

pulverizado em moinho de facas e extraído através de processo de fluido 

pressurizado - Dionex ASE 300 - Dionex Canada Ltd., Oakville, ON, CA. O protocolo 

de extração estabelecido entre Instituto de botânica (USP - São Paulo) e o NuBBE 

(Núcleo de Bioensaios, Biossíntese e Ecofisiologia de Produtos Naturais - UNESP) 



! 53!

utilizou de EtOH (92,8° INPM) a 60°C, 1500 psi sob a duração de 15 minutos. A 

eliminação dos solventes de extração foi realizada em evaporador rotativo 

Eppendorf Vacufuge (Eppendorf, Hauppauge, NY, EUA). 

 

Solventes e reagentes empregados 
 
Para a preparação das amostras e análise por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) foram utilizados: ácido acético glacial (HOAc), metanol (MeOH), 

Clorofórmio (CHCl3), piridina grau HPLC (Mallinckrodt, Paris, Kentucky, USA) e H2O 

deionizada (18mΩ; Milli-Q, Millipore). Os solventes foram degaseificados com auxílio 

de bomba de vácuo e banho de ultrassom. Para as reações de derivação, 

empregou-se cloridrato de metoxiamina, MSTFA (N-metil-N-[trimetilsilil]-

trifluoracetamida) com 1% de TMCS (trimetilclorosilano) (Sigma Aldrich, St Louis, 

MO, USA). 

 

Preparo de amostras para as análises cromatográficas 
 
O preparo de amostras para CG-EM e CLAE-DAD-EM são ilustrados no 

fluxograma da figura 8. Para as análises de CG-EM, 4,0 mg de cada extrato foi 

dissolvido em MeOH/CHCl3 (0,4 mL - 1:1, v/v) e secos em Speedvac. Foram 

adicionados padrões internos de ácido mirístico-d27 (5 µL) e FAME (fatty acid methyl 

esthers - 4 µL) (Fiehn GC/EM Metabolomics Standards Kit, KIND et al., 2009) com 

intuito de padronizar a pressão instrumental assim como estimar do índice de 

retenção linear.  

A solução de FAME foi preparada através de uma mistura de homólogos de 

ésteres metílicos com diferentes tamanhos de cadeia lateral (C8, C9, C10, C12, 

C14, C16, C18, C20, C22, C24, C26, C28 e C30) dissolvidos em clorofórmio sob 

concentração de 0,8 mg.mL-1 (C8-C16) e 0,4 mg.mL-1 (C18-C30). 

Para as reações de metoximação, 40 µL de cloridrato de metoxiamina (20 

mg.mL-1 dissolvido em piridina) foram adicionados ao material seco. Esta solução foi 

mantida sob 37°C durante 120 minutos para formação de oximas a partir de 

carbonilas cetônicas, figura 9. A etapa final consistiu na sililação de hidroxilas 
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(aminas, tóis e etc.) pela adição de 90 µL de MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)-

trifluoroacetamida) a 37°C durante 30 minutos, figura 10 (LISEC, et al., 2006). 

Para as análises por CLAE-DAD-EM, os extratos passaram por processo de 

remoção de compostos apolares através de extração em fase sólida (SPE) utilizando 

cartuchos de C18. Estes foram previamente ativados com MeOH (5,0 mL) e 

equilibrados em MeOH/H2O (8:2, v/v). Cada amostra (20,0 mg) foi dissolvida em 1,0 

mL da mistura MeOH/H2O (8:2, v/v) e submetida a extração em fase sólida. Os 

compostos foram eluídos com a adição de 5,0 mL de MeOH/H2O (8:2, v/v). As 

amostras foram secas em speedvac e, posteriormente redissolvidas em MeOH:H2O 

(9:1 v/v) grau EM e filtradas em polipropileno de 0,45 µm de diâmetro de poro. 

 

Configuração Instrumental: CG-EM 
 

As amostras foram analisadas em cromatográfo a gás Agilent 7890A GC-

5975C acoplado a um espectrômetro de massas MSD com modo de ionização por  

elétrons (IE) e analisador do tipo quadrupolo (Q) (Agilent Technologies, Palo Alto, 

CA, EUA). Utilizou-se coluna capilar Agilent DB5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm + 

10m pré-coluna Duraguard) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). Durante as 

análises usou-se hélio como gás de arraste. Os compostos foram detectados com o 

uso de split de saída do cromatógrafo na razão 1:10. 

Foi injetado 1,0 µL das amostras derivadas no cromatógrafo a gás, utilizando 

método adaptado de Kind et al. (2009). As condições experimentais foram: modo de 

injeção split 1:10; temperatura no injetor 250°C; programa de aquecimento da 

coluna: 100°C isotérmico por 1 min, seguido por uma de temperatura 20°C.min-1 até 

200°C e então um acréscimo de 3°C.min-1 até 325°C, totalizando um tempo de 

corrida de 47,7 min. A temperatura no detector foi mantida a 250°C utilizando hélio 

como gás de arraste a uma vazão de 0,7 mL.min-1.   
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Figura!8.!Fluxograma!relativo!a!preparação!das!amostras!para!os!experimentos!em!CGMEM!e!CLAEMDADM
EM.! Os! metabólitos! das! amostras! analisadas! por! CG! foram! extraídos! com! auxílio! de! uma! mistura! de!
MeOH:CHCl3!(1:1!v/v)!e,!uma!vez!secos,!os!extratos!foram!submetidos!a!reações!de!metoximação!seguida!
de!sililação!para!remoção!de!agentes!de!adesão!a!coluna!de!CG!e!melhorar!a!capacidade!de!volatilização!a!
uma!menor!temperatura.!Uma!mistura!de!ésteres!metílicos!foi!adicionado!para!as!subsequentes!etapas!de!
elucidação! estrutural! utilizando! o! software! AMDIS! e! base! de! dados.! Foram! removidos! interferentes!
apolares! das! amostras! de! CLAEMDADMEM! através! da! eluição! das! amostras! sob! cartuchos! de! CM18! na!
proporção!de!MeOH:H2O!(8:2!v/v)!e!filtrados!em!membrada!de!0,45!μm.!

 

Os parâmetros instrumentais utilizados no detector de EM foram: energia de 

ionização a 70 eV; detecção de 50-1000 m/z a 2 espectros.s-1; tempo inicial de 

aquisição a 6,10 min (evitando a saturação do detector com subprodutos de 

derivação) e interrupção da detecção no intervalo 10,0-13,0 min (saturação causada 
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pela elevada concentração de monossacarídeos). Para a calibração e tuning utilizou-

se de autotune FC43 (perfluorotributilamina), de acordo com as especificações do 

equipamento. 
Figura!9.!Mecanismo!de!reação!de!metoximas!em!sistemas!carbonílicos.!

 

Figura!10.!Mecanismo!de!reação!para!sililação!de!grupos!hidroxil.!Funções!como!tióis!e!aminas!também!se!
enquadram!neste!tipo!de!reação.!

 

 

Configuração Instrumental: CLAE-EM e CLAE autoEM/EM 
 

Dois equipamentos de CLAE-EM foram utilizados para a análise do perfil 

metabômico da espécie de S. paniculatum (M985 e M986). O primeiro consistiu em 

um cromatógrafo analítico ternário Shimadzu (Kyoto, Japan) modelo LC-20A 

acoplado a um detector UV-DAD Shimadzu CBM20A e um espectrômetro de 

massas UltrOToF (Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA) com modo de ionização por 

eletrospray (IES) e analisador do tipo QToF (analisadores do tipo quadrupolo e de 

tempo de vôo, sequenciais). Para a condição cromatográfica foram utilizadas pré-

coluna e coluna monolítica Onyx® C18, (5 X 4,6 mm e 100 X 4,6 mm, Phenomenex, 

Torrance, CA). As amostras analisadas passaram pelo processo de remoção de 
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interferentes apolares através de extração em fase sólida (SPE - solid phase 

extraction) utilizando cartuchos de C18 Strata de 55 µm, 5 g/20 mL, 70A 

(Phenomenex, Torrance, CA). 

O método cromatográfico foi baseado no trabalho de Gómez-Romero, para 

estudo de desreplicação em Solanum esculentum (tomate) e ajustado segundo as 

configurações do instrumento e os seguintes parâmetros cromatográficos: fase 

estacionária, fase móvel, temperatura de coluna, vazão e volume de injeção 

(GÓMEZ-ROMERO et al., 2010). A conversão do método foi realizada segundo 

trabalho de GUILLARME et al. (2008) utilizando oo software HPLC Calculator v3.0, 

disponível no site: 

 http://www.unige.ch/sciences/pharm/fanal/lcap/index.htm. 

Alíquotas de 2,0 µL das amostras M985 e M986, sob concentração de 5,0 

mg.mL-1, foram injetadas no sistema cromatográfico utilizando como fase móvel 

ACN:HOAc (0,1%, v/v) e H2O:HOAc (0,1%, v/v) na vazão de 0,300 mL.min-1, em 

método de gradiente exploratório conforme descrito na tabela 3. 

O eluente da coluna foi dividido fazendo uso de um splitter na proporção de 

5:1, sendo o maior fluxo direcionado ao DAD e o restante ao espectrômetro de 

massas (vazão de 150 µL.min-1). A detecção no UV-DAD foi realizada entre 200 a 

800 nm. As condições instrumentais utilizadas no detector de EM foram: sonda 

capilar de 3kV e cone de 25V; gás N2 para nebulização em fluxo de 345 L.h-1 e 27 

L.h-1, respectivamente, e temperatura de 180 ºC. A cela de colisão foi preenchida 

com N2 a pressão de 7 psi e a energia de colisão entre 15 a 40 eV para os 

experimentos de EM/EM. 
Tabela!3.!Método!cromatográfico!aplicado!a!análise!de!CLAEMDADMEM!das!amostras!M985!e!M986!(modo!
gradiente!de!eluição).!

Tempo  
(minutos) 

% de B 
(ACN) 

0,00 1 
2,33 3 

12,00 12 
35,00 50 
48,00 100 
60,00 100 
62,00 1 
72,00 1 
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Para a calibração dos dados de massas de alta resolução, foi injetado uma 

solução de Na-TFA (10 mg.mL-1) ao final de cada análise cromatográfica. 

Já as amostras de S. americanum, S. swartizianum, S. excelsum e S. 

paniculatum foram analisadas num instrumento CLAE-EM/EM - Agilent 1200 SL 

acoplado com um espectrômetro de massas Agilent 6520 QToF (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA). As análises cromatográficas foram realizadas em  

coluna Zorbax Eclipse XDB C18 (100 X 3,0 mm, 1,8 µm) acoplada a coluna de 

guarda (4,6 × 5,0 mm) de material equivalente. 

Foram injetados 10,0 µL no sistema CLAE-EM/EM segundo as conversões 

propostas pelo software HPLC calculator v3.0 para o método desenvolvido de 

Gómez-Romero el al. (2010) (GUILLARME et al., 2008). A condição cromatográfica 

foi: fase móvel H2O/HOAc (0,5%, v/v, solvente A) e ACN:HOAc (0,5%, v/v, solvente 

B) sob vazão de 0,7 mL.min-1 e temperatura de coluna de 37 °C. O modo eluição é 

descrito na tabela 4. 
Tabela! 4.! Método! cromatográfico! aplicado! as! amostras! de! Solanum:! M985,! M986,! R271,! R272,! F052,!
M951,!M952!e!F55.!

Tempo 
 (minutos) 

% de B 
         (ACN) 

0,00 3 
1,00 3 

14,00 9 
32,00 35 
39,00 100 
45,00 100 

 

Os espectros de autoEM/EM foram adquiridos no mesmo sistema Agilent em 

ESI (+)-MS e janela espectral de 100-1000 m/z. Os íons precursores foram 

selecionados a partir de analisador quadrupolo utilizando Δ 4,0 m/z. O sistema de 

fragmentação CID EM/EM utilizou o N2 como gás de colisão e energia de colisão de 

15, 30 e 45 eV. Os parâmetros do ESI-Q-ToF-MS foram: temperatura do gás 250 °C, 

gás de arraste 6.0 L.min−1, pressão do nebulizador 35 psi, voltagem do capilar em 

3500 V e taxa de aquisição de espectros 8 Hz. A calibração foi realizada com 

padrões internos purina 2 µM e HP-921. 

O modo de aquisição autoEM/EM utilizou ciclos EM-EM/EM de 4,0s, com 2,0s 

para aquisição no modo EM e 1,0s para cada aquisição EM/EM para os 2 íons mais 
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intensos (acima de > 1000 counts), excluindo os íons interferentes determinados 

previamente no branco do método. 

 

Construção de uma base de dados de Solanum 
  

Os estudos de desreplicação se fundamentam na comparação de 

informações experimentais com bases de dados, incluindo informações 

espectroscópicas, espectrométricas, propriedades físico-químicas, desenho 

estrutural entre outras propriedades. Deste modo, foi necessário o desenvolvimento 

de um banco de dados de moléculas já reportadas para o gênero Solanum 

Através de um levantamento bibliográfico nas principais fontes de busca, 

como ScienceDirect, Web of Science, Scifinder e o Dictionary of Natural Products 

(DNP), foram analisados 225 trabalhos científicos envolvendo artigos, teses e 

revisões em busca de substâncias presentes neste gênero. Ao todo 175 espécies de 

Solanum foram analisados resultando em 795 moléculas catalogadas. Dentre elas, 

69 flavonoides, 205 alcaloides, 246 terpenoides e o restante relativo a metabólitos  

envolvidos no metabolismo primário ou em classes gerais de compostos como as  

poliaminas. A base de dados foi construída no formato .xml (excel) contendo  

informações de nomes IUPAC, nome trivial, CAS-Number, CID (Pubchem ID), 

SMILES - formato relacionado ao desenho estrutural, InChl e InChkey - formato 

relacionado ao desenho estrutural, massa monoisotópica, massa monoisotópica 

protonada e desprotonada e a formula molecular.  

 

Softwares 
 

Os dados foram analisados pelos softwares: MassHunter Workstation 

software (versão B.06.00), Automated Mass Spectral Deconvolution and 

Identification System - AMDIS, (versão 2.64, NIST, EUA) e DataAnalysis (versão 4.2, 

Bruker Daltonics, Billerica, CA) Os métodos quimiométricos foram desenvolvidos e 

aplicados no Software MATLAB ver.7.10 (R2010a) (The MathWorks Inc., Natick, 

EUA). 
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Desreplicação por CG-EM 
 

A identificação metabólica por CG-EM foi efetuada através da comparação 

ortogonal de valores de índice de retenção (IR) e perfil de fragmentação EM/EM. 

Os índices de retenção foram calculados a partir de equação de regressão 

linear utilizando dos tempos de retenção de uma mistura de ésteres metílicos 

(solução FAME - padrão interno) com os respectivos valores tabelados de IR desses 

compostos (literatura). 

A solução FAME é composta por ésteres metílicos de ácidos graxos (C8, C9, 

C10, C12, C14, C16, C18, C20, C22, C24, C26, C28 e C30), dissolvidos em 

clorofórmio na concentração de 0,8 mg.mL-1 (C8-C16) e 0.4 mg.mL-1 (C18-C30). 

(KIND et al., 2009). 

Os perfis de fragmentação, obtidos após deconvolução cromatográfica 

realizado pelo software AMDIS, foram comparados com as bases de dados Golm 

Metabolome Database (GMD_20111121_VAR5_FAME, Max Planck Institute, 

Potsdam–Golm, Germany), FiehnLib (University of California, Davis, CA, EUA) e 

Noble database (Samuel Roberts Noble foundation, Ardmore, OK, EUA) afim de 

avaliar o nível de similaridade (match factor MF) e, consequentemente, apontar 

possíveis Hits. Somente os compostos com valores maiores que 80 no fator de 

similaridade e menores que 5% de erro no valor do índice de retenção foram 

considerados neste estudo.  

 

Desreplicação por CLAE-EM 
 

Os picos cromatográficos obtidos nas análises por CLAE-DAD-EM/EM foram 

identificados através de avaliação comparativa com as moléculas descritas na 

literatura para a família Solanaceae (Bases de dados online e “home made”) e por 

propostas mecanística de fragmentação. Para tanto, foram avaliados os espectros 

de UV, os valores de razão massa-carga de alta resolução (molécula protonada 
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[M+H]+) e espectros de íons produto gerados em experimentos EM/EM a partir de 

dissociação induzida por colisão. Considerou-se a detecção de substâncias cujo erro 

entre a massa observada e calculada (teórica) não ultrapassasse 5 ppm (FUNARI et 

al., 2012).  

 

Desreplicação CLAE-autoEM/EM utilizando rede de interações 

moleculares (Molecular networking) 
 

Baseado no trabalho de Watrous et al. (2012), dados obtidos CLAE-

autoEM/EM foram convertidos a extensão .mgf, formato baseado em texto usado 

para representar dados de espectrometria de massas descrevendo o número de 

scans, íon precursor, m/z e intensidade de cada íon observado. Em seguida, os 

arquivos foram submetidos ao software Spectral Networks situado na plataforma 

online GNPS (WATROUS et al., 2012, YANG et al., 2013) - Global Natural Products 

Molecular Networking – homepage: 

https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/static/gnps-splash.jsp?redirect=auth)). 

Computacionalmente, os espectros foram convertidos em vetores de espaço 

n-dimensional e, em pares, estes foram comparados através de cálculo do produto 

vetorial (Dot Product). Por definição, o Dot Product permite calcular o nível de 

similaridade entre dois conjuntos de dados a partir do cosseno do ângulo formado 

entre estes vetores. A pontuação atribuída para cada par de vetores varia entre 0 a 

1, onde 1 representa espectros idênticos - cosseno de 0o (WATROUS et al., 2012; 

YANG et al., 2013). 

Neste experimento foram gravados espectros AutoEM/EM em ciclos de 4,0 s. 

De fato, grande parte dos espectros adquiridos fazem referencia a uma mesma 

molécula. Isto ocorre pois os picos cromatográficos levam em média 30 segundos 

para a eluição total. 

Assim, para reduzir a complexidade dos agrupamentos resultantes, espectros 

idênticos de EM/EM foram combinados através do algoritmo MS-Clustering levando 

em consideração os valores de massas dos íons precursores, dentro de um desvio 

de 0,5 Da. Em seguida, o Spectral Networks comparou todos os possíveis pares de 

vetores a partir dos espectros combinados. Os parâmetros do algoritmo incluem 

tolerância de massa para íons fragmentos de 0,3 Da, e desvio de 1,0 Da para íon 
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precursor. Para o cálculo de similaridade entre um par de vetores foram 

selecionados espectros com no mínimo 6 pares de íons (picos) em correspondência 

(WATROUS et al., 2012; YANG et al., 2013). 

Em seguida, os resultados foram exportados em formato texto e importados 

dentro do software grátis Cytoscape (http://www.cytoscape.org) e transformados nos 

mapas de rede molecular (nodo e arestas - conexões), figura 11. 

Os nodos foram organizados sob a forma de Force Direct Display. As cores 

dos nodos foram atribuídas a para a diferenciação das espécies; a largura das 

arestas assim como as cores das arestas (conexões) foram associadas aos valores 

de similaridade entre os nodos. A figura 11 ilustra o processo de construção dos 

mapas de redes metabólicas desde o processo de aquisição até a transformação no 

espaço do cytoscape. 
Figura! 11.! Construção! de! rede! molecular! via! comparação! espectral,! figura! adaptada! do! trabalho! de!
Watrous! J.! et) al.,! 2012.! (A)! representação! esquemática! de! como! o! networking! molecular! é! gerado.! Os!
valores!representam!a!similaridade!de!cossenos!que!varia!de!0!a!1,!onde!1!representa!espectros!idênticos.!
A!espessura!da!arestas!(linhas!azuis)!indicam!o!nível!de!similaridade.!(B)!Visualização!pelo!cytoscape!de!
como! a! rede! é! formada.! (C)! Um! exemplo! do! cálculo! da! pontuação! de! similaridade! usando! quatros!
espectros!diferentes.!
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Três estratégias foram aplicadas para a geração de perfis metabolômicos e 

estudos de desreplicação dos metabólitos primários e secundários das espécies de 

Solanum: (1) CG-EM associado ao software de deconvolução e comparação 

espectral (AMDIS); (2) CLAE-DAD-EM-EM/EM em comparação com base de dados 

na busca por metabólitos secundários e (3) desreplicação via rede interação 

molecular fazendo uso de experimentos CLAE-AutoEM/EM. 

 

Perfil metabolômico e desreplicação de metabólitos primários através de 

CG-EM e AMDIS 
 

A estratégia de desreplicação por CG-EM e AMDIS combinou informações 

ortogonais da comparação entre perfis espectrais com o índice de retenção dos 

compostos. 

Inicialmente o material vegetal seco e pulverizado passou por extração via 

fluído pressurizado (EFP) com auxílio de etanol. A alta pressão em conjunto com 

temperaturas elevadas favorece a uma maior solubilidade, razão de difusão e 

transferência de massa dos compostos. A nível molecular, a EFP favorece o 

rompimento de interações soluto-matriz que envolvem as ligações iônicas, ligações 

de hidrogênio, forças de Van der Waals e interações de dipolo (HASSAS-

ROUDSARI, et al., 2009; JACQUES, 2005). 

Em geral, os equipamentos de EFP são de fácil manuseio operacional e 

cumprem diversas premissas exigidas nos estudos metabolômicos. A EFP reduz o 

tempo médio gasto no processo de extração, sendo que o preparo de amostra é 

rápido e simples e a extensão de extração (diversidade metabólica) é alta. Utiliza-se 

pouca quantidade de solvente (eficiência) e todo o processo é automatizado 

resultando em alta reprodutibilidade (HASSAS-ROUDSARI et al., 2009; JACQUES, 

2005). 

Uma vez obtido os extratos, 4,0 mg desse material foi ressuspendido em 0,4 

mL de uma solução MeOH:CHCl3(1:1, v/v) visando a extração principalmente dos 

compostos de média polaridade. O solvente foi removido com auxílio de um 
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speedvac e iniciou-se o procedimento de metoximação e sililação dos grupamentos 

cetônicos e substituintes hidroxilados, aminas e tióis. 

A etapa inicial consistiu na determinação do índice de retenção (IR) do perfil 

metabólico dos extratos observados no software AMDIS, tabela 5. O cálculo do IR foi 

realizado através da interpolação de dados (compostos) numa equação de 

regressão (figura 12). Esta equação foi gerada a partir do tempo de retenção (tR) 

dos padrões da solução FAME com os respectivos valores de IR catalogados na 

literatura, figura 12 

Os padrões de ésteres C8, C9, C10 não foram detectados devido aos tRs 

serem inferiores ao início da aquisição de dados pelo EM (6,10 min). O padrão C16 

também não está presente nas amostras devido a interrupção da detecção pelo EM 

no intervalo de 10,0-13,0 min devido a saturação do detector. 
Tabela!5.!Valores!dos! tempo!de!retenção!para!a!mistura!de!ésteres!metílicos! (FAME)!para!as!amostras:!
R270,! R271,! F052,! M951,! M952,! F55! e! o! controle! (Ctrl.! M! branco! cromatográfico).! Adicionalmente! são!
apresentados!os!valores!médios!do!tempo!de!retenção!(azul!)!para!cada!éster!assim!como!o!desvio!padrão!
(DP!M!vermelho).!O!índice!de!retenção!linear!(IRL)!dos!respectivos!ésteres!também!é!fornecido.!

Éster IRL Ctrl. R270 R271 F052 M951 M952 F55 Média DP 

C12 1481 7,49 7,49 7,49 7,49 7,50 7,49 7,49 7,49 0,01 

C14 1680 9,37 9,37 9,37 9,37 9,37 9,38 9,37 9,37 0,00 

C18 2077 15,65 15,65 15,65 15,65 15,66 15,66 15,65 15,65 0,01 

C20 2276 19,94 19,94 19,94 19,94 19,93 19,93 19,94 19,94 0,01 

C22 2475 24,53 24,53 24,54 24,54 24,54 24,54 24,54 24,54 0,00 

C24 2674 29,18 29,18 29,17 29,17 29,16 29,18 29,16 29,17 0,01 

C26 2872 33,67 33,67 33,66 33,66 33,65 33,66 33,65 33,66 0,01 

C28 3071 37,95 37,95 37,94 37,94 37,95 37,94 37,92 37,94 0,01 

C30 3270 42,01 42,01 42,02 42,02 41,99 42,00 41,99 42,00 0,01 
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Figura!12.!Gráfico!do!cálculo!da!equação!de!regressão!(polinômio!cúbico)!para!os!valores!médios!dos!
ésteres!metílicos!

 

A segunda etapa consistiu na avaliação dos dados espectrais gerados pelos 

experimentos CG-EM/EM. Devido a complexidade estrutural, os picos sobrepostos 

no sistema cromatográfico foram inicialmente deconvoluídos a partir do uso do 

software AMDIS e posteriormente, comparados com as bases de dados espectrais 

(GOLM Database; Fiehn Database e Noble Foundation Database). 

Todo o processo computacional foi realizado no software AMDIS e baseou-se 

na otimização de cinco parâmetros: (1) janela de componentes, na qual refere-se ao 

número de scans utilizados para a formação de um pico cromatográfico, (2) 

subtração de pico adjacente, que relaciona o número de máximo de compostos em 

coeluição para cada janela espectral, (3) resolução, associada a detecção de 

sistemas em coeluição, (4) sensibilidade, valor mínimo de detecção (S/R) e (5) os 

requerimentos de forma, na qual correlaciona os scans com formato de um pico 

cromatográfico. Os níveis de cada fator mostrados acima são mostrados na tabela 6. 

Supõe-se que condição ótima de configuração do sistema AMDIS levaria um 

maior número de propostas moleculares na comparação com as bases de dados 

(padrões autênticos). No entanto, uma avaliação puramente numérica dos 

resultados poderia levar à falsos-positivos. Isto porquê no ajuste dos parâmetros é 

possível diminuir o nível de sensibilidade ao nível do ruído, ou ainda superajustar os 

requerimentos de forma e resolução resultando na combinação de dados de dois ou 

mais picos na forma de um único sinal. 
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Tabela! 6.! Parâmetros! de! otimização! do! processo! de! deconvolução! e! comparação! espectral! no! software!
AMDIS.!

Variáveis AMDIS 
NÍVEIS 

Mínimo Intermediário Máximo 

Janela de componentes 8 16 32 

Subtração de pico adjacente 0 1 2 

Resolução low medium high 

Sensibilidade very low/low medium high/very high 

Requerimentos de forma low medium high 

 

Deste modo foi desenvolvido, através de uma equação heurística, um critério 

de resposta que relaciona o número de compostos alvos (identificado nas bases) em 

função do número de compostos detectados (detectado no software AMDIS mas não 

presente nas bases de dados). Este critério, Fator de Detecção de Compostos 

(FDC) maximiza a identificação dos compostos nas base de dados com o mínimo de 

requerimentos. A equação 1 representa o que foi escrito acima, 

 

!"# = !!x !
!

!
  (1) 

 

onde A é o número de compostos identificados e B é o número de picos detectados. 

Nessa equação, o fator determinante está associado ao termo A, enquanto a razão 

(A/B)x exprime um termo de restrição. O valor de x depende de quão importante é o 

fator de restrição para um dado estudo (tipicamente x = 2). 

Uma vez que a limitante do processo de identificação são as bases de dados 

(fator relacionada ao termo A), a variação dos parâmetros instrumentais que levem 

somente o aumento do nível de detecção (relativo ao termo B) resulta num menor 

valor de FDC. Assim, a otimização foca no aumento concomitante dos termos A e B. 

Os parâmetros de deconvolução e detecção foram otimizados utilizando o 

matching fator maior que 90 (scores) e analisados através do FDC. Os resultados do 

FDC entre os diferentes níveis dos fatores para cada amostra está representado na 

figura 13. 

A configuração capaz de gerar o maior número de propostas utilizando o fator 

FDC rendeu os seguintes valores: janela de componentes = 8; subtração de pico 
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adjacente = 2; resolução = high; sensibilidade = low; e requerimentos de forma = 

low. A partir dos resultados obtidos da FDC é possível apontar que não houve 

qualquer tipo de overfitting do processo de deconvolução assim como de resolução. 

Na maioria, foram utilizados os valores mínimos ou intermediários dos parâmetros 

de deconvolução e identificação envolvidos no software AMDIS.  

A identificação metabólica se deu através da análise de similaridade entre os 

espectros de massas experimentais e aqueles encontrados nas bases de dados 

através do software AMDIS. Considerou-se apenas os compostos que possuem 

erros menores que 4% para índice de retenção e similaridade igual ou acima de 80 

unidades similaridade no AMDIS matching factor (FIEHN, 2000). 

A Tabela 7 apresenta as propostas moleculares encontradas a partir do perfil 

metabolômico de espécies de Solanum analisadas via CG-EM. Nesta tabela são 

encontrados os índices de retenção calculados a partir da equação de regressão 

(IRcal) e comparados com padrões autênticos (IRlit – Golm database), erros na 

predição dos valores retenção (%), matching fator scores (MF), relativos ao nível de 

similaridade entre o perfil espectral do compostos encontrado nas bases e os 

valores de massa moleculares sem a presença dos silanaóis. 
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Figura!13.!Gráficos!de!resposta!em!função!dos!valores!de!FDC!sob!matching!fator!>!90!para!as!amostras!
F55,!M951,!M952,!F052,!R270!e!R271.!(a)!Janela!de!componentes;!(b)!subtração!de!picos!adjacentes;!(c)!
fator!de!resolução;!(d)!fator!de!sensibilidade!e!(e)!requerimentos!de!forma.!

 
      (a)                   (b) 

 
      (c)      (d) 
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Tabela! 7.! Metabólitos! identificados! através! da! análise! dos! dados! CGMEM! no! software! de! deconvolução!
AMDIS.!A!critério!de!formação,!as!amostras!foram!codificadas!como!segue:!1!–!ramos!de!S.)swartzianum)
(R272);! 2! –! folhas! de! S.) swartzianum! (F052);! 3! –! folhas! de! S.) swartzianum) (R271);! 4! –! folhas! de! S.)
americanum! (M951)! e! 5! –! ramos! de! S.) americanum! (M952);! 6! –! folhas! de! S.! excelsum! (F55).! São!
fornecidos!os!valores!do!tempo!de!retenção!encontrados!no!AMDIS!(tR),!Indice!de!retenção!linear!teórico!
(IRlit),! índice! de! retenção! linear! calculado! a! partir! da! equação! de! regressão! figura! 12! (IRcalc),!
porcentagem!de!erro!do!IR!(IRcalc!–!IRlit),!valores!médios!dos!matching!factor!de!cada!composto!(MF)!e!a!
massa!molecular!(sem!a!presença!dos!silanóis).!

Aminoácidos 

No. Nome Amostras tR 
(min) IRcalc IRlit 

Erro 
(%) 

MF 
(%) 

Massa 

Molecular 

1 serina (3 TMS) 2,3,4,5,6 6,22 1355 1354 0,1 93,6 105,0426 

2 L-treonina (3 TMS) 3,4 6,39 1374 1377 -0,2 96,5 119,0582 

3 beta-Alanina (3 TMS) 1,2,3, 4,5,6 6,74 1413 1424 -0,8 90,0 89,0477 

4 

N-metil trans-4-
hidroxi-L-prolina (2S, 
4R)-4- ácido hidroxi-
1-metil pirrolidina-2- 
carboxílico (2 TMS) 

1,2,3,4,5,6 6,78 1417 1435 -1,3 90,5 272,1372 

5 Asparagina [-H2O] (2 
TMS) 3 7,31 1472 1499 -1,8 84,0 132,0535 

6 L-ácido aspártico (3 
TMS) 2 7,36 1478 1511 -2,2 96,0 133,0375 

7 5-metil citosina (2 
TMS) 6 7,57 1499 * - 80,0 135,0354 

8 L-ácido glutâmico 2 
(2 TMS) 2,4,5 8,2 1560 1528 2,1 84,5 147,0532 

9 L-phenilalanina (2 
TMS) 1,4 8,38 1577 1629 -3,2 85,5 165,0790 

10 L-asparagina (3 TMS) 4 8,7 1606 1666 -3,6 91,0 132,0535 

11 ácido piroglutâmico 
(2 TMS) 1,2,3,4,5,6 7,47 1489 1522 -2,2 94,7 129,0426 

Ácidos Graxos 

No. Compostos Amostras tR 
(min) IRcalc IRlit 

Erro 
(%) 

MF 
(%) Massa 

12 ácido hexadecanóico 
(1 TMS) 1,2,3,4,5,6 14,06 1994 2045 -2,5 99,3 256,2402 

13 ácido linoleíco (1 
TMS) 2,3,4,5,6 17,35 2166 2219 -2,4 94,0 280,2402 

14 ácido oleico (1 TMS) 1,2,3,5,6 17,72 2184 2225 -1,9 91,3 282,2559 
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15 ácido esteárico (1 
TMS) 2,3,4,5,6 18,04 2198 2243 -2,0 99,0 284,2715 

16 ácido n-eicosanóico          
(1 TMS) 2 22,46 2388 2453 -2,6 86,0 312,3028 

17 ácido tricosanóico (1 
TMS) 2 29,3 2677 2731 -2,0 93,0 354,3498 

Ácidos Orgânicos 

No. Compostos Amostras 
tR 

(min) IRcalc IRlit 
Erro 
(%) 

MF 
(%) Massa 

18 ácido pipecólico (2 
TMS) 1,2,3 6,36 1371 1365 0,4 91,3 129,0789 

19 ácido málico (3 TMS) 1,2,3,4,5,6 7,1 1451 1479 -1,9 97,3 134,0215 

20 ácido salicílico (1 
TMS) 2 7,38 1480 * - 84,0 180,0423 

21 ácido 4-aminobutírico       
(3 TMS) 1,2,3,5,6 7,51 1493 1527 -2,2 85,8 103,0633 

22 
ácido 4-

guanidinobutírico 2 (3 
TMS) 

1,2,4,5,6 7,52 1494 * - 92,0 174,9147 

23 ácido treônico 
(4TMS) 2,3,6 7,52 1494 1545 -3,3 88,3 136,0372 

24 ácido trihidroxibutírico        
(4 TMS) 1,2,3,4,5,6 7,53 1495 * - 91,0 136,0372 

25 ácido 3-fenilático (3 
TMS) 3 7,98 1539 1585 -2,9 92,0 166,0630 

26 
ácido p-

hidroxibenzóico      (2 
TMS) 

1,2,3,4,5,6 8,37 1576 1633 -3,5 95,0 138,0317 

27 
Ácido 4-

hidroxifenilacético (2 
TMS) 

1,2 8,48 1586 1644 -3,5 86,7 152,0474 

28 
ácido 4-hidroxi-3-
metoxibenzóico (2 

TMS) 
3,4 9,79 1700 * - 95,7 168,0423 

29 ácido vanilínico (2 
TMS) 1,2,3,5,6 9,79 1700 1766 -3,7 95,3 168,0423 

Poliols 

No. Compostos Amostras tR 
(min) IRcalc IRlit 

Erro 
(%) 

MF 
(%) Massa 
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30 D-treitol (4 TMS) 1,2,3,4,5,6 7,16 1457 1485 -1,9 97,0 122,0591 

31 eritritol (4 TMS) 1,2,3,4,5,6 7,23 1464 1493 -1,9 99,7 122,0579 

32 ononitol (5 TMS) 4 13,17 1941 1945 -0,2 91,0 194,0790 

33 mio-inositol (6 TMS) 1,2,3,4,5,6 14,83 2038 2080 -2,0 97,8 180,0634 

Açucares 

No. Compostos Amostras 
tR 

(min) IRcalc IRlit 
Erro 
(%) 

MF 
(%) Massa 

34 xilitol (5 TMS) 1,2,3,4,5,6 9,05 1637 1694 -3,4 89,4 152,0685 

35 Arabitol (5 TMS) 1,2,3,4,5,6 9,21 1651 1707 -3,3 99,8 152,0685 

36 ribitol (5 TMS) 1,2,3,4,5,6 9,25 1655 1712 -3,4 96,8 152,0685 

37 D-(+)-manose (5 
TMS) 4,5 15,22 2059 * - 86,0 180,0634 

38 D-alose 1(5 TMS) 1 15,23 2059 * - 81,0 180,0634 

39 Trehalose (6 TMS) 1,2,3,4,5,6 29,27 2676 2726 -1,8 98,2 342,1162 

40 Rafinose (1 TMS) 5 42,91 3327 3350 -0,7 98,0 504,1690 

41 ácido-ribônico gama-
lactona 1 (4 TMS) 6 8,84 1619 1681 -3,7 89,0 148,1140 

42 D-lixose 2 (6 TMS) 2,4,5 8,56 1593 1650 -3,4 90,7 150,0528 

43 Ribose (4 TMS) 
MeOX 1,2 8,6 1597 1665 -4,0 93,5 150,0528 

Miscelânia 

No. Compostos Amostras tR 
(min) IRcalc IRlit 

Erro 
(%) 

MF 
(%) Massa 

44 vanilina MeOX (1 
TMS) 2,5 8,58 1595 * - 85,0 152,0474 

45 L-putrescina (4 TMS) 4,5 9,53 1678 1736 -3,3 91,0 88,1001 

46 escopoletina 3,6 14,11 1997 2067 -3,4 93,0 192,0423 

47 ácido Iminodiacético        
(3 TMS)  2 7,36 1478 1521 -2,9 93,0 133,0375 

48 Fitol (1 TMS) 1,2,3 16,52 2126 2132 -0,3 95,5 295,3001 

49 hidroquinona (3 TMS) 6 6,57 1394 1401 -0,5 88,0 110,0368 

50 alfa-tocoferol (1 TMS) 1,2,6 37,84 3085 3161 -2,4 93,0 430,3811 
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51 glicerol 1-fosfato (1 
TMS) 1,2,3,4,5,6 9,66 1689 * - 93,2 172,0137 

52 estigmasterol 2 40,59 3220 3319 -3,0 89,5 412,3705 

53 beta-sitosterol (1 
TMS) 2,6 41,81 3277 3385 -3,2 90,0 414,3862 

54 ácido clorogênico 3 37,44 3065 3099 -1,1 96,0 354,0951 

55 p-hidroxibenzaldeído 
MeOX (1 TMS) 1,2 7,29 1470 * - 84,0 122,0368 

56 ácido O- 
acetilsalicílico (1TMS) 2 7,37 1479 * - 92,0 180,0423 

* ausência de valores do índice de retenção na GOLM database 

 

A utilização do pacote AMDIS junto ao cálculo de índice de retenção permitiu 

a determinação de 56 compostos, compreendidos em: aminoácidos, ácidos graxos, 

ácidos orgânicos, polióis, açucares entre outros. Tal resultado só foi possível pela 

combinação de informações ortogonais entre a cromatografia e a espectrometria de 

massas, unindo as propriedades de separação, capacidade de pico e 

reprodutibilidade exclusivas a cromatografia a gás com a sensibilidade e 

caracterização estrutural obtida pelos padrões de fragmentação dos compostos. 

Dois fatores relevantes incorporados nesta proposta: desenvolvimento de 

uma equação heurística na qual evitou o superajuste do processo de deconvolução 

e, identificação e a combinação de dados de diferentes bases de dados ampliando o 

número e a robustez da identificação para os compostos apresentados. 
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Perfil metabolômico e desreplicação de metabólitos secundários através 

de CLAE-EM-EM/EM 
 

Nesta etapa foram realizados estudos de desreplicação a partir do perfil 

metabolômico em CLAE-EM-EM/EM visando a detecção dos compostos de média 

polaridade presentes na espécie Solanum paniculatum (M951 e M952), figura 14 

O processo inicial de extração do material vegetal seguiu o esquema descrito 

na figura 8. A partir dos extratos brutos via EFP, foram removidos os interferentes 

para o sistema cromatográfico através eluição em cartuchos de fase sólida em C-18 

na proporção 8:2 MeOH:H2O. Esta proporção foi escolhida uma vez que a maior 

parte dos compostos de baixa polaridade estariam incluídos no sistema CG-EM. 

Desta forma, reduziu-se a complexidade química dos extratos visando 

exclusivamente aqueles compostos de média polaridade associados ao metabolismo 

secundário. 

Os perfis metabólitos obtidos, figura 14 (a) e (c), destacam a eficiência na 

extração para compostos polifenólicos como observado nos altos valores de 

intensidade para os cromatogramas em 254, 280, 330 e 360 nm. 

A determinação estrutural se deu através de metodologias clássicas de 

desreplicação. Inicialmente foram corrigidos os valores de massa de alta resolução 

através do calibrante Na.TFA. Em seguida, com auxilio do software DataAnalysis v. 

4.0 (Bruker Daltonics) os espectros co-eluídos foram separados através da função 

Dissect (deconvolução), gerando uma lista de espectros “puros” relativo a cada 

composto detectado. 

A partir destes dados foi avaliada as possíveis fórmulas moleculares através 

dos valores de massa de alta resolução utilizando o aplicativo SmartFormula XR 

(Bruker Daltonics). Neste processo, foram incluídas algumas recomendações 

desenvolvidas no trabalho por Kind et al. (2007) - as sete regras de ouro para 

identificação de compostos a partir de massas de alta exatidão. 

Além das regras gerais da proporcionalidade entre o número de carbonos e 

hidrogênios citadas por Kind et al. (2007), foram incluídos filtros que determinam o 

número de nitrogênios, enxofre e metais (Na e K) no processo de triagem do 

software SmartFormula XR. A análise do erro em ppm entre os íons observados e as 

fórmulas moleculares assim como os valores de sigma, relativos ao padrão 
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isotópico, foram incluídos (SigmaFit – Bruker Daltonics). Uma vez reduzido o número 

de FM, estudos mecanísticos de fragmentação baseado em experimentos EM/EM 

foram propostos visando da estrutura.  

Em paralelo, os dados de massas de alta resolução assim como os dados de 

EM/EM foram comparados às bases de dados Scifinder, Dicionário de Produtos 

Naturais, METLIN, METFRAG e a base construída para este trabalho (WOLF et al., 

2010). Em geral, os dados de massas de alta resolução foram inseridos nas funções 

de busca retornando hits relacionados aos dados fornecidos. No caso do MetFrag 

além da massa do íon molecular foram adicionados os íons decorrentes da 

fragmentação. 

Em seguida os Hits foram analisados a partir de filtros de origem biológica, 

partindo-se de espécies em direção a gênero e família (FUNARI et al., 2014; KIND et 

al., 2007). Deste modo foi possível direcionar a busca de estruturas baseado nos 

quimiotipos/quimiomarcadores em espécies relacionadas ao táxon Solanum.  

A partir desta informação juntamente com as propostas mecanística de 

fragmentação que as substâncias foram determinadas. Ainda, o estudo do padrão 

de fragmentação facilitou a determinação de análogos estruturais de moléculas 

inicialmente detectadas. O resultado de todo processo de detecção com os 

respectivos tempos de retenção, dados de massas e os principais íons da 

fragmentação EM2 são encontrados na tabela 8. 

A coloração da legenda encontrada dentro das figuras 14 (b) e (d) refere-se a 

classe de cada substância: nucleotídeos – verde; aminoácido e derivados – laranja; 

poliaminas – vermelho; flavonoides – azul e, preto – glicoalcaloides e saponinas. 

 Ao todo foram detectados 26 substâncias (57-82) sendo em maioria 

derivados de polimaninas e flavonoides para as folhas enquanto nos ramos observa-

se principalmente os glicoalcaloides. 
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Figura'14.'(a)'e'(c)'são'perfis'cromatográfico'do'extrato'de'folhas'e'ramos'(respectivamente)'da'espécie'S.#paniculatum'(M985,'M986)'obtidos'a'254,'280,'330'e'360'
nm' enquanto' as' figuras' (b)' e' (d)' representam' os' cromatogramas' de' picos' base' (BPC).' Os' valores' encontrados' em' (b)' e' (d)' fazem' referência' aos' compostos'
encontrados' na' tabela' 7.' A' coloração' da' numeração' representa' a' classe' de' compostos:' verde' (nucleotídeos),' laranja' (aminoácidos' e' derivados),' vermelho'
(poliaminas),'azul'(flavonoides)'e'preto'(glicoalcaloides'e'saponinas).''
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Tabela& 8.& Metabólitos& identificados& através& da& análise& dos& dados& CLAE;DAD;EM;EM/EM& do& extrato& de&
folhas&e&ramos&de&S.#paniculatum&(AMT&;&amostra&1&;&M985&e&amostra&2&;&M986).&São&fornecidos&o&tempo&
de& retenção& (tR),& a&massa&monoisotópica&protonada(& em&azul& ;& [M+H]+),& erro& em&ppm&do& valor&medido&
comparado&ao&valor&teórico&da&formula&molecular&do&composto&(em&vermelho)&e&os&íons&majoritários&do&
espectro&de&fragmentação&EM2&(EM/EM).&

No. Nome AMT tR (min) [M+H]+ 
(Obs) 

erro 
(ppm) 

EM/EM 
(m/z) 

57 frutose-L-(iso)leucina 2 5,1-5,2 294,1155 -1,5 276, 258 e 248 

58 adenosina 2 5,6-5,8 268,1042 -0,5 224, 160 e 136 

59 frutose-L-fenilalanina 2 9,5-9,7 328,1378 3,9 310, 292 e 282 

60 cafeoil putrescina 1;2 17,8-18,0 251,1399 -3,7 234, 218, 163 e135 

61 feruloil putrescina 1;2 18,2-18,4 265,1527 7,3 248, 222, 177, 163 
e 149 

62 kukoamina A 1 18,4-18,6 531,3190 -2,5 367, 293, 261, 217, 
169,144 e123, 

63 N1-cafeoil-N4-
dihidrocafeoilespermina 1 18,8-19,0 529,3043 -4,3 367, 350, 293, 163, 

149,142 e 135 

64 kukoamina B-hexose 1 19,1-19,3 693,3676 4,2 ** 

65 kukoamina B 1 19,1-19,4 527,2855 1,8 363, 346, 163 

66 
N1-cafeoil-N4-

dihidrocafeoilespermina-
hexose 

1;2 19,2-19,5 
 691,3566 -2,4 

531, 529, 454, 367, 
350, 293, 222 e 

163 

67 N1,N3-
Bis(cafeoilespermidina) 1;2 20,5-20,6 474,2602 -0,7 

457, 310, 293, 253, 
236, 222, 165 e 

123 

68 N1-cafeoil-N3-
dihidrocafeoilespermidina 1;2 21,1-23,3 472,2422 4,4 457, 310, 293 236 

e 222 

69 QuercetinaO-di-hexose 1 22,5-22,8 627,1531 3,9 465, 303 

70 Kaempferol-O-di-hexose 1 24,1-24,3 611,1597 1,5 449 e 287 

71 Kaempferol-O-hexose+(160) 1 26,0-26,4 609,1400 1,6 449, 287 

72 N-trans-cafeoiltiramina 2 26,1-26,3 300,1218 4,1 163 

73 N2-cafeoil-N1,N3 
Bis(caffeoilespermidina) 2 26,3-26,5 636,2929 -2,0 474, 472, 310, 235, 

163 

74 12-hidroxisolamargina 
(lobofrutosídeo) 2 26,4-26,7 884,5038 -4,1 

738, 592, 430, 412, 
394, 376, 287, 271, 

269, 144, 126 e 
114 
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75 12-hidroxi-γ1-solamarina 2 27,7-27,9 738,4423 0 
592, 412, 394, 377, 
376, 287, 269, 251, 

144, 126 e 114, 

76 N-trans-feruloiltiramina 2 29,0-29,1 314,1382 1,4 177, 149, 137, 121 

77 δ-solanigrina ou leptinina I 2 29,7-30,0 868,5039 1,7 
722, 414, 396, 379, 
378, 271, 253, 144, 

126 e 114, 

78 β2-solamargina 2 30,0-30,1 722,4447 3,7 
576, 414, 396, 379, 
378, 271, 253, 126, 

114, 

79 Leptina I 2 31,5-31,7 910,5192 -3,7 764, 618, 522, 456, 
271 e 253 

80 23-OAc- β2-solamargina 2 32,3-32,4 764,4549 4,0 618 e 456 

81 23-O-Ac-15-hidroxileptina I 2 35,0-35,2 926,5085 2,4 780, 634, 472, 454, 
e 436 

82 23-O-Ac-15-hidroxi-β2-
solamargina 2 36,0-36,1 780,4519 1,2 634, 472, 454 e 

436 

** não foi obtido o espectro de EM2 para tal composto. 

 

A seguir são mostrados os mecanismos de fragmentação que juntamente ao 

processo de desreplicação levou a determinação das estruturas encontradas na 

tabela 8. 

 

Nucleosídeos 
 

Os nucleosídeos são glicosilaminas formados por uma base nitrogenada e 

uma ribose. Estes compostos participam essencialmente de maior parte das rotas 

biossintéticas e apresentam, em sua maioria, características polares. 

Adenosina (58) foi encontrada nos ramos de S. paniculatum (tR: 5,6 – 5,8 

min) e determinada por duas rotas de fragmentação, esquema 1. A primeira via 

inicia pela quebra do anel imidazólico fundido ao anel pirimidínico gerando um íon 

contendo a ribose e um grupo ciano (m/z 160). A segunda rota procede pela saída 

de C2H4O (44 u) a partir do íon molecular, formando o íon m/z 224 seguido pela 

perda da ribose e formação do núcleo purínico (m/z 136) (GÓMEZ-ROMERO, et al., 

2010; LIU, et al., 2008). 
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Esquema&1.&Proposta&de&fragmentação&da&adenosina&(58)&em&modo&positivo&de&ionização&(ESI).&
!

 

Amino ácidos e Derivados 
 

Dentre os principais aminoácidos presentes em plantas, os derivados da 

leucina (57) e fenilalanina (59) foram encontrados em maior concentração nos ramos 

de S. paniculatum. A determinação foi realizada com base em desidratações 

sucessivas e a perda do fragmento CH2O2 (46 u) esquema 2 (GÓMEZ-ROMERO et 

al. 2010). 

 
Esquema&2.&Proposta&de&fragmentação&da&frutose;(iso);leucina&(57)&e&frutose;fenilalanina&(59)&em&modo&
positivo&de&ionização&(ESI).&
!

 

 



! 79!

Flavonoide O-glicosilados 
 

Os compostos 69, 70 e 71 foram atribuídos aos derivados de kaempferol e 

quercetina O-glicosilados. O processo de desreplicação para estas estruturas foi 

baseado na comparação de dados de absorção de UV, massas de alta resolução e 

do perfil de fragmentação com dados da literatura (MARCH et al., 2006; VUKICS; 

GUTTMAN, 2010; WARIDEL et. al., 2001; YANG, W. et al., 2014). 

 

Poliaminas e Amidas 
 

Em plantas, as poliaminas são comumente conjugadas com ácidos 

hidroxicinâmicos, sendo que a proporção entre as formas livre e conjugada varia 

muito entre as diferentes espécies de plantas (Silveira, 2008). 

A conjugação se dá por meio da formação de uma ligação amídica, na qual 

ésteres de coenzima A (CoA) fornecem o grupo carboxil ativado. A putrescina e a 

espermidina são conjugadas por transferases, que diferem em sua especificidade 

para os derivados hidroxicinamoil-CoA. Assim, a reação entre cafeoil-CoA e a 

putrescina produz uma amida do ácido hidroxicinâmico denominada 

cafeoilputrescina (da Silveira, 2008). A putrescina pode formar monômeros ou 

dímeros de ácidos solúveis e insolúveis com os ácidos cumárico, caféico e ferúlico. 

As poliaminas também podem se ligar a componentes da parede celular, como a 

hemicelulose e a lignina (Silveira, 2008). 

A partir da análise dos extratros de S. paniculatum foram encontrados 

derivados da putrescina, espermina e espermidina na forma de amidas como citado 

acima. A cafeiol putrescina (60) foi encontrada na folhas e ramos de S. paniculatum 

enquanto o feruloil putrescina (61) somente nas folhas. A caracterização molecular 

(composto 60 e 61) foi baseada pelo padrão de fragmentação. A clivagem da amina 

terminal gerou a saída de amônia (17 u)  seguida por uma perda de água. Além 

disso, a quebra da ligação amídica, formação do íon acílio a partir do ácido (feruloil 

m/z 177 e cafeiol m/z 163) e perda de CO a partir do íon acílio (m/z 135 e 149) 

permitiram a confirmação dos derivados da putrescina assim como os derivados do 

ácido hidroxicinâmico, esquema 3. 
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Esquema&3.&Proposta&de&fragmentação&para&o&cafeoil&e&feruloil&putrescina&(60&e&61)&em&ESI(+);MS.&
!

 

O composto 72 segue o mesmo padrão de fragmentação para os derivados 

de putrescina exceto pela perda neutra da amônia (PARK, et al., 2012). Para os 

derivados da espermina, substâncias 62 a 66, as rotas de fragmentação são as 

mesmas observadas para análogos da putrescina. De maneira geral observa-se a 

uma quebra heterolítica da ligação amídica (formação do derivado acílio do ácido 

hidroxicinâmico), perda de amônia (17 u) e fragmentos da cadeia amínica. A 

proposta de fragmentação dos adutos formados são mostrados no esquema 4 

(PARR, et al., 2005). 

As substâncias 67, 68 e 73 (esquema 5) são derivados amídicos da 

espermidina ligados aos mesmo ácidos hidroxicinâmicos. A determinação estrutural 

foi proposta através mecanismos de fragmentação, semelhantes aos derivados da 
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espermina, esquema 5. Assim como outros derivados poliamínicos, observa-se a 

perda de amônia, alquilaminas primárias e fragmentos dos ácidos hidroxicinâmicos. 

Contudo, devido assimetria da disposição das aminas na espermidina a quebra da 

ligação amídica fornece fragmentos diferentes como mostrado no esquema 5 (Via A 

e Via B) (PARR, et al., 2005). 
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Esquema(4.(Proposta(de(fragmentação(dos(derivados(de(espermina(em(modo(positivo.(R=H((62));(R=H(Δ16,17(ou(Δ24,25((63);(R=H(Δ16,17(e(Δ24,25((65);(R=Hexose(Δ16,17(
ou(Δ24,25((66);(R=Hexose(Δ16,17(e(Δ24,25((64));(
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Esquema(5.(Proposta(de(fragmentação(de(derivados(de(cafeoil(espermidina((67,(68(e(73)(em(modos(positivo.(Via(A(e(Via(B(representam(as(duas(possíveis(rotas(de(
fragmentação(para(estes(derivados(de(espermidina..(

 



! 84!

Alcaloides Esteroidais 
 

A maioria das espécies de Solanaceae biossintetiza alcaloides esteroidais em 

C-27 baseados em esqueletos colestanos. Estes são essencialmente análogos 

nitrogenados de saponinas esteroidais e, na sua maioria, possuem a mesma 

estereoquímica em C-25 (metila equatorial). Contudo, existem isômeros em C-22 

como a solasodina e a tomatidina. Geralmente, estes compostos estão presentes na 

forma de glicosilados e são tóxicos se ingeridos. Uma forma variante da cadeia 

lateral dos colestanos ocorre pela sua ciclização formando um sistema de anéis 

condensados com o nitrogênio na forma de ponte, os chamados solanidanos 

(DEWICK, 2002). 

A estabilidade estrutural do esqueleto colestano dificulta a fragmentação 

destes glicoalcaloides. Assim, poucos íons são formados após o experimentos de 

MS/MS e muitos daqueles são inespecíficos para sua determinação estrutural. A 

literatura tem mostrado um baixo número de trabalhos e, ainda muitos deles 

incongruentes nas propostas de fragmentação e formação dos íons produto (CAHILL 

et al., 2010; CLAEYS et al., 1996). 

Segundo Claeys et al. (1996) o processo de fragmentação (FAB-EM/EM de 

baixa energia) de glicoalcaloides esteroidais e algumas de suas agliconas e.g. 

tomatidina e solasodina (esqueleto do tipo espirossolano) e demissidina e solanidina 

(esqueleto do tipo solanidano) as dissociações envolvendo energias brandas 

resultam de dois mecanismos gerais: fragmentações dirigidas pela carga (driven 

charge fragmentations) ou por carga remota ou à distância (remote charge 

fragmentations). 

As fragmentações dirigidas por carga parecem dominar o espectro de massas 

de compostos contendo anéis saturados. Essas reações resultam na perda de 

partes da cadeia lateral como espécies neutras e fornecem informações úteis sobre 

isômeros estruturais. Já as fragmentações por carga remota são mais intensas na 

presença de insaturações e também fornecem informações sobre as posições das 

mesmas ou de grupos hidroxil ou cetônicos nos anéis. Porém, durante as etapas de 

clivagem via carga remota os autores sugerem migrações e rearranjos de hidreto no 

anel C, o que é pouco provável para fragmentações do tipo CID, figura 15 A (via II) 

(CLAEYS et. al., 1996). 
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De acordo com Crotti e colaboradores (2006), a ionização para grande parte 

das substâncias orgânicas que não apresentam sistemas π conjugados, ocorre 

geralmente via reações ácido-base, como podemos sugerir para algumas classes de 

glicoalcaloides (CROTTI et al., 2006). 

Especificamente, espirossolanos poderiam estabilizar um próton (H+) através 

de uma quelação entre os heteroátomos espacialmente próximos, O e N nos anéis E 

e F respectivamente. Nesse caso, os íons produtos resultariam de duas vias 

fragmentação. Ora o íon H+ fica retido no átomo de N, ora no átomo de O. A figura 

15 (B) representa o processo de fragmentação via protonação do oxigênio. A 

assistência do par de elétrons não ligantes do nitrogênio (agente nucleófilo) em C-22 

resulta na abertura do anel furânico (anel E) e deslocalização carga positiva entre o 

nitrogênio e o carbocátion em C-22 (estruturas canônicas de ressonância). 

No caso onde o par de elétrons do oxigênio age como nucleófilo interno 

através de uma assistência anquimérica em C-22, ocorre a abertura do anel F 

seguida da perda cadeia lateral (anéis E e F) e na formação de um carbocátion 

alílico estável m/z 273, figura 15 (C). Adicionalmente, a presença de hidrolixa em C-

3 pode resultar na formação do íon m/z 255 através da perda de uma água, 

conforme representado na figura 15 (A). 

Outros fragmentos característicos como m/z 161 e 147 foram determinados 

como resultado da perda de água e de múltiplas clivagens no anel C (mecanismos 

dirigidos por carga), resultando em íons alílicos, representados na figura 16. Outro 

íon característico dessa classe de glicoalcaloides é a perda de 143 u, gerada pela 

perda da cadeia lateral do anel F conforme mostrado na figura 15 (C). 

Os metabólitos 74 a 78 foram atribuídos a glicoalcaloides do tipo 

espirosolanos em C-22. As proposta de fragmentação e determinação da posição 

dos substituintes está presente no esquema 6. Em todos os casos observa-se 

perdas sucessivas de hexose e pentoses (162 m/z e 146 m/z) até a formação da 

aglicona. A partir da massa de alta resolução foi possível atribuir as agliconas como 

os íons m/z 414 e 430. 

Durante o processo de fragmentação dos glicoalcaloides são observados 

desidratações naturalmente associadas aos glicosídios, no entanto, uma vez 

formado a aglicona, este tipo de reação é notado somente na presença de grupos 

hidroxil no anel colestano. Os resultados da fragmentação da aglicona para os 

espirosolanos mostraram duas ou três desidratações dependo dos substituintes na 
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molécula. Dessa forma, baseados em dados da literatura, traçamos uma proposta 

racional de fragmentação para os espirosolanos, partindo de uma clivagem no anel 

E gerando uma imina com uma carga positiva deslocalizada entre no carbono 

terciário em C-22 e o nitrogênio, e formação de grupo hidroxil ligado ao anel D. A 

partir desses resultados foi possível determinar o número hidroxilas presentes em 

cada aglicona (Cahill, et al., 2010; Clayes, et al., 1995). 

Os derivados de espirolanos apresentam o grupo pirimidínico ligado a um 

anel furânico através de um carbono quaternário, o qual é label para diferentes tipos 

clivagem, gerando assim diferentes vias de fragmentação para uma mesma 

aglicona. Dentro desta perspectiva foi observado uma perda neutra de 17 u, a qual 

foi atribuída a saída de amônia. Isto sugere uma via de fragmentação alternativa da 

mencionada acima, consistindo na abertura anel pirimidínico para a formação de 

uma amina primária terminal e uma dupla ligação no anel furânico. Assim, foi 

possível justificar o íon 379 m/z ou 395 m/z (íon hidroxilado) através saída da 

amônia e formação de uma ligação dupla terminal. Outros íons justificam tal 

proposta, como a desidratação a partir do fragmento 395 m/z gerando o 377 m/z, 

esquema 6 (Cahill, et al., 2010; Clayes, et al., 1995). 

A estrutura condensada desses glicoalcaloides dificulta processo de 

fragmentacão em modo suave de ionização como é o caso do eletrospray. No 

entanto, em experimentos EM/EM de alta voltagem (entre 50 e 60 eV) é possível 

observar algumas clivagem e assim determinar as posições de outros substituintes 

na molécula como os grupos hidroxil. 

Assim, foram realizados experimentos tandem em 60 eV para os alcaloides 

esteroidais e, através da rota da imina, foi possível observar a clivagem do anel E 

gerando um íon alílico no anel D (m/z 271 e 287 para o composto hidroxilado) e 

formação de um derivado pirimidínico de m/z 126. Foi possível ainda determinar a 

posição da hidroxila por meio de uma desidratação a partir do íon alílico (de 287 

para 269 m/z) juntamente com dados de biossíntese da solasodina, esquema 6 

(DEWICK, 2002; CAHILL et al., 2010; CLAYES et al., 1995). 

Nos experimentos EM/EM de alta enrgia ainda forneceram subsídios para 

uma segunda via de clivagem do núcleo terpênico. Foi possível observar através da 

quebra do anel pirimidínico, um intermediário carbonílico que, subsequentemente, 

levou a perda de um derivado amínico e formação do mesmo íon alílico (m/z 271). 
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No entanto, são gerados dois derivados amínicos, sendo o primeiro formado 

pela quebra da ligação do anel D e o carbono � carbonílico gerando um composto 

com uma amina terminal e uma carbonila protonada de razão massa-carga 144 Da. 

A segunda via se dá pela eliminação de um etano (C2H6) e formação de um derivado 

de íon acílio de razão massa-carga 114 m/z, esquema 6. 

Os compostos 79 a 82 são glicoalcaloides do tipo solanidanos, o anel 

pirimidínico está condensando ao núcleo do triterpeno pelo nitrogênio. As propostas 

de fragmentação para estes metabólitos são mostrados no esquema 7. Estes 

compostos apresentam maior rigidez em sua estrutura condensada a fragmentação 

e consequentemente fornece um número menor de íons. Basicamente, foram 

gerados íons a partir da quebra de glicosídeos, desidratações, perda de ácido 

acético (60 u) e quebra do anel E, esquema 7 (CAHILL et al., 2010; CLAYES et al., 

1995). 
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Figura'15.'(A)'Proposta'mecanística'para'a'formação'do'íon'm/z'273'e'161'a'partir'do'perfil'da'
fragmentação'da'tomatidina'segundo'CLAEYS'et.al.,'1996;'(B)'Mecanismo'de'fragmentação'para'perda'de'
água;'(C)'mecanismo'de'fragmentação'para'cadeia'lateral'(anel'E'e'F)'e'perda'neutra'de'143'Da.'
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Figura'16.'Mecanismos'de'fragmentação'dirigido'por'carga'remota'(à'distância)'proposto'para'a'formação'
do'íon'147'm/z.'
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Esquema(6.(Proposta(de(fragmentação(para(os(derivados(de(alcaloides(esteroidais(do(tipo(espirossolano((74,(75,(77e(78)(em(modo(positivo(de(ionização((ESI).(
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Esquema(7.(Proposta(de(fragmentação(para(os(alcaloides(do(tipo(solanidano((79(–(81)(em(modo(positivo(
de(ionização((ESI).(

!
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Perfil metabolômico e desreplicação de metabólitos secundários através 

de CLAE-AutoEM/EM e redes de interações moleculares (molecular 

networking) 
 

Em estudos metabolômicos o procedimento usual para a identificação de 

metabólitos secundários começa pela análise de perfil de fragmentação de massas 

tandem (CLAE-EM/EM) (WATROUS et al., 2012). Como observado nas seções 

anteriores, os resultados então são comparados com bases de dados (METLIN, 

MassBank, Dictionary of Natural Products (DNP), entre outras) e as possíveis 

estruturas são apontadas (METLIN: https://metlin.scripps.edu/; MassBank: 

www.massbank.jp/?lang=en.; DNP: dnp.chemnetbase.com/). 

Contudo, o processo de desreplicação limita-se aos quimiotipos mais comuns 

e assim, impossibilitando a identificação de compostos inéditos e/ou incomuns. Em 

geral, a identificação destes compostos resulta da análise manual dos dados de 

fragmentação. Esse cenário é ainda pior quando se faz uso da abordagem 

metabolômica onde é necessário a análise e comparação de milhares de espectros 

(WATROUS et al., 2012, YANG et al., 2013). 

Dessa forma é fundamental o desenvolvimento e aplicação de ferramentas 

que permitam organizar, navegar e analisar grandes conjuntos de dados. Dentro 

dessa perspectiva, a rede de interações moleculares (Molecular networking) surgiu 

como ferramenta para integração de elementos de similaridade em dados 

proteômicos (WATROUS et al., 2012). No entanto, essa ferramenta vem sendo 

aplicada a estudos metabolômicos por uso de dados de fragmentação EM/EM 

(realizados para cada molécula) congregando classes de metabólitos que partilham 

de um “mesmo” perfil espectral (WATROUS et al., 2012; YANG et al., 2013).  

Para a aplicação das redes moleculares utilizando dados de massas são 

necessárias quatro etapas: (1) coleta dos espectros de massas EM/EM 

(configuração AutoEM/EM) e conversão em formato .mgf ou .mzdata; (2) 

agrupamento de espectros pertencentes a um mesmo pico e/ou mesmo composto 

(nível de similaridade >99%) (3) criação da rede molecular a partir dos valores de 

similaridade calculados a partir do ângulo de cosseno para um par de vetores (par 

de espectros); (4) análise da rede molecular (inclusão ou não de uma base de 

dados), figura 11. 



! 93!

A identificação de moléculas é mais rápida quando espectros EM/EM de 

padrões autênticos são incluídos embora ela não seja essencial. A biblioteca atua 

como uma “semente” espectral, isto é, serve como ponto de partida para 

determinação de compostos dentro de um agrupamento de dados. 

A partir dos extratos brutos obtidos segundo esquema da figura 8 foram 

realizados experimentos em CLAE-AutoEM-EM/EM de seis amostras de Solanum 

(folhas e ramos de S. americanum, M951 e M952; folhas e ramos de S. 

swartzianum, R271, R272 e F052 e folhas de S. excelsum, F55), figura 17. Os 

mapas de rede de interação molecular foram gerados a partir da combinação de 

todos os dados de EM/EM para todas as espécies estudadas. A elucidação 

estrutural de cada nodo (composto) foi baseada na mesma metodologia descrita 

seção anterior utilizando: FM, perfil de fragmentação e dados quimiotaxônomicos 

das espécies (bases de dados). Ao todo foram obtidos 19 agrupamentos (47 

compostos), dos quais três foram identificados até o momento: (1) flavonoides O-

glicosilados; (2) glicoalcaloides esteroidais/saponinas e (3) flavonoides C-

glicosilados, figura 18. 

Os agrupamentos foram organizados de acordo com 6 fatores: (1) força de 

aresta (largura), representa o nível de similaridade entre os perfis espectrais. Quanto 

mais grossa a largura de aresta maior a similaridade entre os nodos. Como forma de 

facilitar a visualização, as bordas foram coloridas de acordo critério de similaridade 

relativo a largura: azul>vermelho>preto; (2) A cor da legenda no interior de cada 

nodo refere-se a parte da planta onde o composto foi detectado, folhas e/ou ramos; 

(3) o formato de nodo foi associado a um valor massa que, tipicamente revelou íons 

relativos as agliconas; (4) cor do nodo, representa a(s) espécie(s) em que os 

compostos foram encontrados; (5) tamanho do nodo, demonstra a presença de 1 ou 

mais de isômeros para um dado m/z e (6) cor de borda foi associada ao número e 

ao tipo de substituinte ligado aos compostos, e.g. glicosídeos. 
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Figura(17.((Perfil(metabolômico(obtido(do(cromatograma(de(íons(totais((TIC)(para(amostras(de(Solanum:(
(A)(folhas(S.)swartzianum)–)R271;((B)(ramos(S.)swartzianum(–(R272;((C)(folhas(S.)swartzianum(–(F052;((D)(
folhas(S.)americanum)–(M951;((E)(ramos(S.)americanum)–)M952;((F)(folhas(S.)excelsum)–(F55.(A(numeração(
refereTse( aos( compostos( presentes( nas( tabelas( 8,( 9( e( 10.( A( coloração( da( numeração( referTse:( preto(
(flavonoides( OTglicosilados( –( tabela( 8);( vermelho( (flavonoides( CTglicosilados( T( tabela( 9)( e( azul(
(glicoalcaloides(esteroidais(T(tabela(10);((
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Figura(18.(Mapa(da(rede(molecular((molecular)networking)(obtida(para(os(dados(EM/EM(das(espécies(de(
Solanum:(1T(Flavonóides(OTglicosilados((cinza);(2(–(glicoalcaloides(esteroidais(–(saponinas((azul)(e(3(–(

flavonoides(CTglicosilados((vermelho).

(
!

Flavonoides O-glicosilados 
 

O gênero Solanum é caracterizado pela presença de flavonóis glicosilados, 

metoxilados e acilados usualmente de derivados do kaempferol e quercetina e 

raramente derivados de miricetina. A glicose e a ramnose são mais freqüentes 

enquanto a galactose, arabinose e a xilose são menos usuais. Adicionalmente, a 

glicosilação de seus compostos sucede principalmente em C-3 e, metilações e 

hidroxilações em C-3’, C-4’ e C-8 (SILVA et al., 2003). 

A importância dessa classe é tal que Steinharter (1986) propôs uma 

classificação taxonômica para grupos infragenéricos de Solanum apoiado na 
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complexidade biossintética de flavonóis (EICH, 2008). Na proposta, a mono e 

diglicosilação em 3-O- e 3,7-O- foi usada para definir grupos basais e a metoxilação 

em 3, 4’, 7 e/ou hidroxilação/metoxilação em C-8 para os subgêneros mais 

avançados na classificação filogenética. 

A partir da análise do molecular networking e do espectro EM/EM, figura 18, 

foi detectado um grupo formado por 27 flavonoides O-glicosilados, figura 19.  

Dentre as espécies estudadas, S. americanum  apresentou 18 flavonoides 

derivados de flavonas (apigenina e luteolina) e somente um derivado metoxilado de 

flavonol m/z 317 (metilquercetina). Para espécie S. excelsum foram identificados 9 

derivados metoxilados de flavonóis (kanferol e quercetina) e 4 derivados de kanferol 

para a espécie S. swartizianum, tabela 8. 

 
Tabela( 9.( Metabólitos( identificados( através( da( análise( dos( dados( CLAETAutoEM/EM( das( amostras( S.)
swazrtzianum((1(T(R272,(2(–(R271,(e(3(T(F052),(S.)americanum((4(T(M951(e(5(T(M952)(e(S.)excelsum((6T(F55).(
O( tempo(de( retenção( (tR),( a(massa(monoisotópica(protonada(em(azul( T( [M+H]+),( erro(em(ppm(do(valor(
medido( comparado( ao( valor( teórico( da( formula( molecular( do( composto( (em( vermelho)( e( os( íons(
majoritários(do(espectro(de(fragmentação(EM2((EM/EM)(também(são(mostrados(na(tabela.(

No. Composto Amostra tR (min.) [M+H]+ 
obs. 

erro 
(ppm) EM/EM (m/z) 

83 
Dimetilquercetina-

O-hex 6 26,0-27,0 493,1349 -2,1 
331b,p,; 316, 301, 

273, 217, 177, 
161, 153 

84 
Trimetilquerce-tina-

O-hex 6 26,5-26,8 507,1506 -1,6 
345 b.p.; 330, 315; 

301, 287, 259 

85 
Dimetilkanferol-O-

hex 6 25,7-26,0 477,1401 -3,6 
315 b.p.; 300 , 272, 

257, 229 121 

86 
Dimetilquercetina-

O-hex 
1, 2, 3, 4, 

5 e 6 22,7-23,7 479,1196 -4,1 
317 b.p.; 302, 288, 

274, 257, 228, 
137, 110 

87 kanferol-O-hex 1, 2, 3, 4, 
5 e 6 22,1-22,4 449,108 -4,2 

287 b.p.; 258, 241, 
231, 165, 153, 
147, 127, 121, 

115 

88 crisoeriol-O-hex 4 e 5 24,4-24,7 463,1229 -3,4 301 b.p.; 286, 258, 
229, 153 

89 
crisoeriol-O-hex-O-

pent 4 e 5 24,1-24,5 595,1652 -6,7 
301 b.p.; 463, 286, 

258, 229, 153, 
133, 115 
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90 
crisoeriol-O-hex-O-

pent/O-hex-O-
acetomalonil 

4 e 5 27,7-28,2 721,1959 -8,0 

301 b.p.; 589, 506, 
449, 439, 361, 
325, 305, 286, 
278, 271, 255, 
253, 241, 207, 
205, 199, 177, 
145, 133, 127, 

115 

91 
metilkanferol-O-

hex-O-pent 6 17,6-18,0 625,1783 -7,1 
301 b.p.; 463, 286, 

258, 247, 153, 
145, 127, 109 

92 
metilkanferol-O-

hex-O-ácido 
cafeico 

6 29,2-29,4 625,1783 -6,0 

301 b.p.; 485, 387, 
286, 229, 197, 
185, 177, 163, 
157, 145, 137 

93 
metilquercetina-O-

hex-O-ácido 
cafeico 

6 27,2-27,5 641,1513 -0,9 

317 b.p.; 538, 426, 
359, 307, 302, 
294, 286, 275, 
255, 238, 234, 
225, 218, 209, 
207, 203, 177, 

163 

94 
crisoeriol-O-hex-O-

malonil 4 26,6-26,9 549,1242 -2,5 
301 b.p.; 286, 271, 

264, 258, 231, 
163, 155, 147 

95 
crisoeriol-O-hex-O-
pent/O-hex-O-acil 4 26,9-27,1 637,1743 -9,0 

301 b.p.; 556, 473, 
371, 286, 276, 
258, 245, 227, 
215, 187, 183, 
177, 159, 149, 
133, 128, 115 

96 
apigenina-O-hex-
O-pent/O-hex-O-

malonil 
4 e 5 25,7-26,0 651,1547 -4,9 

271 b.p.; 519, 433, 
313, 231, 213, 
153, 145, 133, 

127, 115 

97 
apigenina-O-hex-
O-pent/O-hex-O-

acil 
4 e 5 28,2-28,5 607,167 3,0 

271 b.p.; 475, 205, 
187, 153, 133, 

127, 115 

98 
luteolina-O-hex-O-
pent/O-hex-O-acil 4 26,4-26,7 623,1606 2,1 

287 b.p.; 542, 491, 
329, 187, 153, 
145, 133, 127, 

115 
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99 
luteolina-O-hex-O-

pent/O-hex-O-
malonil 

4 e 5 24,0-24,5 667,1482 4,3 

287 b.p.; 581, 535, 
449, 257, 231, 
159, 145, 133, 

127, 115 

100 kanferol-O-di-hex 6 19,2-20,2 611,1613 -3,0 

287 b.p.; 449, 431, 
413, 353, 329, 
213, 163, 145, 

127, 115 

101 
quercetina-O-di-

hex 6 18,0-18,4 627,1613 -2,4 
303 b.p.; 467, 289, 

253, 235, 229, 
170 145, 133; 

102 
kanferol-O-hex-O-

deoxihex 1, 2 e 3 21,2-21,3 595,164 3,1 287 b.p.; 433, 153, 
145, 127, 115 

103 
metilquercetina-O-

hex-O-deoxihex 1 e 4 23,2-23,4 625,1768 2,3 

317 b.p.; 595, 544, 
502, 394, 356, 
287, 241, 162, 

153,145 

104 

luteolina-O-
deoxihex-O-

pent/O-deoxihex-
O-malonil 

4 29,1-29,4 649,1755 4,2 
287 b.p.; 231, 213, 

187, 153, 133, 
127, 115, 109 

105 

metilkanferol-O-
deoxihex-O-

pent/O-deoxihex-
O-malonil 

4 e 5 31,5-31,7 663,1917 5,3 

301 b.p.; 531, 409, 
343, 286, 258, 
231, 213, 145, 

133, 127 115 

106 
luteolina-O-hex-O-

pent 4 e 5 21,6-22,0 581,1502 -1,1 287 b.p.; 449, 329, 
153, 133 115 

107 
apigenina-O-hex-

O-pent 4 e 5 23,4-23,7 565,155 -2,5 
271 b.p.; 433, 313, 

153, 133, 115 

108 

apigenina-O-
deoxihex-O-

pent/Oideoxihex-O-
malonil 

4 31,0-31,2 633,1797 3,0 
271 b.p.; 501, 434, 

231, 213, 145, 
133, 127, 115 

109 
crisoeriol-O-hex-O-

pent/O-hex-O-
malonil 

4 e 5 26,1-26,5 681,1665 4,9 

301 b.p.; 595, 549, 
463, 343, 286, 
258, 231, 213, 
187, 159, 145, 
133, 129, 127,  

Foram encontrados mono e di-O-glicosídeos derivados de pentoses, 

deoxihexoses e hexoses assim como grupos acil, malonil, acetoacetil e acetomalonil 

ligados a estes açucares. Dentre todas as espécies, S. americanum foi a única a 

apresentar pentoses e derivados acilados e malonados para seus metabólitos. A 
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espécie S. excelsum apresentou derivados mono e diglicosilados de hexose e um 

glicosídeo ligado a um ácido cafeíco. No caso da S. swartzianum, foram encontrados 

derivados de mono e diglicosilados de hexose e deoxihexose, tabela 9. 

Adicionalmente, a maioria dos derivados acil e malonil foram encontrados somente 

nas folhas de S. americanum enquanto o mono e diglicosídeos para os ramos. 

Segundo a hipótese de Steinharter e colaboradores (1986), os resultados da 

figura 19 sugerem que as espécies S. swartizianum e S. excelsum possuem uma 

aproximação filogenética aos subgrupos basais como Petota e Potatoe enquanto a 

espécie S. americanum mostra-se ligada a subgrupos geneticamente evoluídos 

como Leptostemonum e Solanum (EICH, 2008). 
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Figura'19.'Mapa'da'rede'molecular'associada'aos'flavonoides'O7glicosilados'presentes'nas'folhas'e'ramos'de'S.$swartzianum$(R271,'R272'e'F052),'S.$americanum'
(M951'e'M952)'e'S.$excelsum$(F55).'A'força'de'aresta'representa'o'grau'de'similaridade'entre'dois'nodos.'Tons'azuis'apresentam'o'nível'de'similaridade'entre'95'–'
99'%,'vermelhos'entre'90795%'e'preto'entre'70790%.'A'cor'da'legenda'(dentro'dos'nodos)'revela'onde'foi'encontrado'o'íon'(folhas'ou'ramos).'O'formato'do'nodos'
descreve'o'tipo'de'aglicona'(flavona;'flavonol'e'seus'derivados);'A'cor'do'nodo'descreve'a'espécie'onde'foi'encontrada'o'íon'molecular.'O'tamanho'do'nodo'está'
associado'ao'número'de'compostos'por'nodo'e'a'cor'de'borda'é'relativo'ao'tipo'e'número'de'glicosídeos'presentes'para'uma'dada'aglicona.'
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Flavonoides C-glicosilados 
 

Além dos flavonols O-glicosilados foram relatados C-glicosídeos em Solanum 

derivados de apigenina e luteolina, como a vitexina e orientina (D’ARCY et al., 

1979). Foram atribuídos a classe de flavonoides C-glicosilados dois grupos formados 

por 6 e 5 nodos, figuras 20 e 21, respectivamente e sumarizados na tabela 10. Os 

compostos derivados de apigenina (m/z 271), luteolina (m/z 281) e crisoeriol (m/z 

301) foram encontrados nas espécies S. americanum e S. swartzianum. 

Na figura 20 é possível observar a presença isotopômeros de m/z 433, 449 e 

483. Devido as características do padrão de fragmentação em flavonoides C-

glicosilados foi possível diferenciar as glicosilações em C-6 e C-8, figura 22 

(isovitexina e vitexina). A figura 22 compara os valores experimentais de vitexina e 

isovitexina com dados obtidos dos trabalho de Waridel et al. (2001). A tabela 10 

apresenta todos os flavonoides C-glicosilados detectados para os dois nodos 

 
Tabela&10.&Flavonoides&C"glicosilados&encontrados&nas&folhas&e&ramos&de&S.%americanum%(M951&e&M952).&A&
numeração&vermelha&refereBse&aos&picos&cromatográficos&encontrados&na&figura&17.&São&apresentados&os&

tempos&de&retenção&(tR),&a&massa&monoisotópica&protonada&(em&azul&B& [M+H]+)&e&erro&em&ppm&do&valor&

medido&comparado&a&formula&molecular&do&composto&(em&vermelho).&*(S.%swartizianum&B&R271).&

No. Nome tR (min) [M+H]+ erro (ppm) 

110 scoparina  22,1-22,3 463,1223 -2,1 

111 isoscoparina  22,3-22,5 463,1229 -1,6 

112 vitexina  20,7-20,9 433,1136 -3,6 

113 isovitexina  21,0-21,3 433,1133 -4,1 

114 orientina  19,1-19,3 449,1080 -4,2 

115 homorientina  19,2-19,4 449,1088 -3,4 

116 schaftosideo 18,9-19,1 565,1550 -6,7 

117 isoschaftosideo 19,5-19,6 565,1560 -3,7 

118 lucenina 18,1-18,4 581,1502 -8,0 

119 lucenina I 18,7-19,0 581,1510 -6,0 

120* Vicenina II 19,8-20,0 595,1652 -0,9 
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Figura&20.&Mapa&de&rede&molecular&associada&aos&flavonoides&CBglicosilados&presentes&em&S.%americanum&
(M951&e&M952)&A&força&de&aresta&representa&o&grau&de&similaridade&entre&dois&nodos.&O&formato&do&nodos&

descreve&o&tipo&de&aglicona&(apigenina&–&271&m/z;& luteolina&–&287&m/z&e&crisoeriol&–&301&m/z).&A&cor&de&
borda&descreve&a&posição&em&que&o&glicosídeo&está&ligado&a&aglicona&(8BC&ou&6BC).&

!

 

 

Figura&21.&Mapa&da&rede&molecular&associada&aos&flavonoides&CBglicosilados&presentes&nas&folhas&e&ramos&
de& S.% americanum& (M951& e& M952)& e& S.% swartizianum& (R271).& A& força& de& aresta& representa& o& grau& de&
similaridade& entre& os& nodos.& O& formato& do& nodos& descreve& o& tipo& de& aglicona& (apigenina& –& 271&m/z;&
luteolina& –& 287&m/z& e& crisoeriol& –& 301&m/z).& A& cor& de& borda& descreve& o& tipo& de& glicosídeo& (pentose& ou&
hexose).&
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Figura& 22.& Comparação& espectral& entre& valores& experimentais& e& dados& da& literatura& para& isovitexina& e&

vitexina.&Perfis&de&fragmentação&dos&isômeros&m/z&433&a&20eV,&vitexina&(superior&esquerdo&B&vermelho)&e&
isovitexina&(superior&direito&B&azul)&obtidos&do&trabalho&de&Waridel&et.&al.&2001.&(A)&perfil&espectral&obtido&

a&30&eV&para&amostra&S.%americanum&(folhas)&relativo&a&vitexina&e&(B)&perfil&espectral&da&isovitexina&obtido&
30&eV&para&a&mesma&amostra.&

 

 

Para a vitexina (figura 22 A), o íon molecular (m/z 433) e os sinais referentes 

a perdas sucessivas de água são mais pronunciados quando comparado a 

isovitexina (figura 22 B).  Adicionalmente, o sinal m/z 313 (quebra 0,2X+ do 

glicosídeo) é mais intenso que o íon m/z 283 (quebra 0,1X+ da glicona) para vitexina, 

enquanto que na isovitexina observa-se o contrário (WARIDEL et al. 2001). 

No caso da figura 21, o nodo referente ao valor m/z 595 representa duas 

substâncias, uma apigenina diglicosilada (duas hexoses) e luteolina diglicosilada 

(pentose-hexose). A determinação das substâncias foi baseada nos valores da 

aglicona assim como nos tempos de retenção dos compostos. 
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Glicoalcaloides esteroidais / Saponinas 
 

Um grupo formado por 15 nodos foi atribuído aos glicoalcaloides esteroidais e 

derivados de saponinas, figura 23. Para metade dos compostos foi encontrado o íon 

m/z 414, associado ao esqueleto espirossolano, enquanto a outra metade foi 

caracterizada pelos íons m/z 413 e 431, associados a saponinas esteroidais. 

Adicionalmente, foram encontrados os íons m/z 273, 251 e 157, atribuídos a 

clivagem e perda da cadeia lateral dos anéis E e F, esquema 6 e 7. Os íons 

precursores, tempo de retenção e os íons referentes as agliconas estão 

representados na tabela 11. 

 
Tabela& 11.& & Glicoalcaloides& e& saponinas& esteroidais& encontradas& nas& folhas& e& ramos& de& S.% swartzianum%
(R271,&R272&e&F052).&A&numeração&em&azul&refereBse&aos&picos&cromatográficos&encontrados&na&figura&17.&

São&apresentados&os&tempos&de&retenção&(tR),&a&massa&monoisotópica&protonada&(em&azul&B&[M+H]+)&e&erro&

em&ppm&do&valor&medido&comparado&a&formula&molecular&do&composto&(em&vermelho).&

!

 

No. Nome tR 
(min) [M+H]+ erro 

(ppm) Y+ 

74 12-hidroxisolamargina 27,5-27,8 884,5045 -2,1 414 

77 leptinina I 28,5-29,0 868,5025 -1,6 414 

78 β-solamargina 29,6-30,0 722,4439 -3,6 414 

121 tomatidenol-O-hex 29,2-29,8 576,3890 -4,1 414 

122 tomatidenol 34,0-34,2 414,3373 -4,2 - 

123 nuategenina-3-O-hex-O-
hex-O-deoxi 32,6-32,9 885,4832 -3,4 431 

124 nuategenina-3-O-hex-deoxi 34,9-35,3 739,4277 -6,7 431 

125 nuategenina-3-O-hex 35,5-35,7 593,3680 -,8,0 431 

126 nuategenina 39,1-39,4 431,3147 -7,1 - 
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Figura'23.'Mapa'da'rede'molecular'associada'aos'glicoalcaloides'e'saponinas'esteroidais'presente'nas'folhas'e'ramos'de'S.#swartzianum#(R271,'R272'e'F052).'A'força'
de'aresta'representa'o'grau'de'similaridade'entre'os'nodos.'Em'azul'estão'os'nodos'com'correlação'acima'de'95%'de'similaridade,'em'vermelho'entre'90H95%'e'em'

preto'entre'70H90%.'O'formato'do'nodos'descreve'o'tipo'de'aglicona.'A'cor'de'borda'representa'os'glicosídeos'e'íons'fragmentos'da'quebra'do'núcleo'triterpênicos.'

 

!456/414'm/z$

!442/414'm/z$

!431'm/z$

!414'm/z$

!413'm/z$

Formato'do'Nodo'

!'deoxyhex!O!hex!O!hex'

!deoxyhex!O!deoxyhex!O!hex'

!deoxyhex!O!hex'

!hex'

Ions'(271/253/157)'

desconhecido'

Cor'de'borda'

Força'de'aresta'
''''(cosseno)'

0.95'<'r'<'0.99'

0.90'<'r'<'0.95'

0.70'<'r'<'0.90'
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CONCLUSÃO 

 
Este capítulo introduziu conceitos e aplicações de ferramentas quimiométricas 

relativas a desreplicação de metabólitos em espécies de Solanum utilizando técnicas 

do estado da arte em espectrometria de massas. 

O uso de algoritmos matemáticos para conversão de sistemas 

cromatográficos auxiliou na padronização das condições instrumentais 

(cromatografia líquida e a gás) da qual possibilitou a comparação dos resultados 

experimentais com trabalhos disponíveis na literatura. Isso não somente acelerou, 

mas trouxe uma maior robustez no desenvolvimento das propostas de desreplicação 

(Hipótese A). 

Comparando os métodos de separação, a cromatografia a gás acoplada a 

espectrometria de massas limitou-se, em sua maioria, na desreplicação de 

compostos provenientes do metabolismo primário. Contundo, é importante salientar 

que esta restrição não está relacionada a ineficácia da CG-EM, mas ao pequeno 

número de compostos do metabolismo secundário presentes nas bases de dados. 

Assim, a inserção de mais compostos sililados relativos ao metabolismo secundário 

permitirá a desreplicação cada vez maior de metabólitos do metabolismo secundário 

via CG-EM (Hipótese A e B). 

Adicionalmente foram gerados perfis metabolômicos de espécies de Solanum 

a partir da CLAE-EM/EM e CLAE-autoEM/EM. Os perfis de fragmentação via ESI 

geraram fragmentos característicos para diversas classes de substâncias como 

flavonoides O- e C-glicosilados, poliaminas, saponinas e glicoalcaloides. Outro 

aspecto destacado nesse capítulo é a falta de dados da literatura relativos ao perfil 

de fragmentação dos quimiomarcadores desse gênero, os glicoalcaloides 

esteroidas. Assim, foram revisados e propostos novos mecanismos de fragmentação 

para a classe dos espirosolanos e solanidanos (Hipótese A e B). 

No entanto, o elemento mais inovador presente no capítulo refere-se a 

aplicação dos mapas de rede de interação molecular via CLAE-AutoEM/EM. Os 

avanços das ferramentas de análise na espectrometria de massas tem permitido a 

realização de experimentos EM e EM/EM de modo automatizado, priorizando os 

íons majoritários. Esse aprimoramento juntamente com desenvolvimento de 

ferramentas quimiométricas tem permitido a análise dos dados de EM/EM através de 
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redes moleculares ou agrupamentos moleculares (Hipótese D). 

Isso alterou os métodos convencionais de desreplicação baseados puramente 

na comparação de dados experimentais com bases de dados, por uma interface 

dinâmica de navegação e organização de dados através de mapas moleculares. Isto 

permitiu congregar análogos e classes semelhantes mesmo antes de qualquer etapa 

de elucidação estrutural. Assim, é possível tem uma ideia da relação entre sinais 

presentes (compostos) dentro de um perfil metabolômico (Hipótese D).  

Adicionalmente, a elucidação de uma substância, dentro de uma rede, 

permite a descoberta parcial ou total das demais substância pertencentes ao grupo. 

Portanto, é possível não somente desreplicar mas elucidar substâncias inéditas a 

partir de substâncias previamente conhecidas (Hipótese D). 
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CAPÍTULO 3 – USO DA CROMATOGRAFIA ACOPLADA A 

RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR NO ESTUDO 

METABOLÔMICO EM PLANTAS: MÉTODOS DE DECONVOLUÇÃO, 

DESREPLICAÇÃO E ELUCIDAÇÃO ESTRUTURAL 
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INTRODUÇÃO 
 
A ressonância magnética nuclear (RMN) é uma técnica espectroscópica da 

qual propriedades intrínsecas do núcleo atômico - momento magnético nuclear – são 

utilizadas para determinação de estruturas e/ou arranjos moleculares (LEVITT, 2007, 

SILVERSTEIN, 2005 ;NAKANISH, 1990). 

Em geral, um experimento de ressonância magnética nuclear pode ser 

entendido através de 4 etapas, figura 24. A primeira etapa (1) consiste na escolha de 

isótopos sensíveis ao efeito de aplicação de um campo magnético (externo). 

Somente os núcleos que possuem spins nucleares diferentes de zero são sensíveis 

ao efeito de campo magnético. Dentre os principais núcleos utilizados no estudo de 

moléculas biorgânicas podemos destacar os núcleos 1H, 13C, 15N, 17O e 31P (KIM; 

CHOI; VERPOORTE, 2010; LEVITT, 2007; VERPOORTE et al., 2010). 

 A segunda etapa (2) consiste na geração de uma resultante de campo 

magnético nuclear. Quando átomos são submetidos a aplicação de campo 

magnético externo, estes geram resultantes na direção paralela e antiparalela de 

forma isotrópica. No entanto, devido a diferença energética entre os dois níveis, 

ocorre ao longo do tempo a quebra equilíbrio magnético favorecendo a resultante 

paralela ao campo externo. 

Uma vez alcançada tal resultante magnética segue a terceira etapa (3) na 

qual consiste na medição do sinal de origem magnética do núcleo. De fato, mesmo 

no exemplo mais simples como é o núcleo 1H, os efeitos do campo magnético 

externo e momento magnético dos elétrons (rotacional e de spin) são maiores na 

ordem 104 em relação ao núcleo, impossibilitando a aquisição de informações no 

eixo longitudinal (campo externo)(LEVITT, 2007, SILVERSTEIN, 2005).  

Deste modo, são irradiados os núcleos atômicos com pulsos específicos de 

radiofrequência (giro de 90o no eixo x) visando uma resultante magnética 

perpendicular ao campo externo (eixo Z - efeito de ressonar). Assim, elimina-se as 

contribuições magnéticas dos elétrons e do campo externo para obtenção de 

informações estruturais relacionada ao spin nuclear. A última etapa (4) consiste na 

conversão dos valores de onda (decaimento de indução livre – FID) para sinais 

discretos sob domínio de frequência (Hz). A operação matemática chamada 

transformada de Fourier consiste na multiplicação de FID por equações de onda 
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(cada equação é calculada em uma janela de frequências típicas do núcleo utilizado) 

e, em seguida as ondas resultantes são integrada gerando um sinal específico nos 

gráficos de deslocamento químico. Só a partir daí é que são realizados os estudos 

analíticos dos compostos, Figura 24, (LEVITT, 2007). 
Figura'24.'Ilustração'do'fenômeno'de'ressonância'magnética'nuclear'para'o'núcleo'de'prótio'(adaptado'de'
Levitt'M.'H.'Spin%dynamics,%2007).'(1)'O'átomo'de'hidrogênio'apresenta'dois'tipos'momento'magnético:'
(i)'referente'a'propriedade'da'matéria'intrínseca'aos'prótons'e'elétrons'(spin'nucleares)'e'ao'movimento'
orbital'dos'elétrons'em'torno'do'núcleo'(geração'de'campo'magnético'a'partir'do'movimento'de'carga).'
(2)'Resultante'da'aplicação'de'um'campo'magnético'externo'(B)'no'vetor'de'momento'magnético'nuclear'
(paralela' e' antiparalela).' Devido' a' pequenas' flutuações' de' campo' causado' pela' forte' movimentação'
atômica' (efeito' de' equilíbrio' térmico)' a' resultante' paralela' possui' um' ligeiro' excesso' populacional'
resultando'num'vetor'magnético'em'direção'ao'eixo'z.'(3)'fenômeno'de'ressonância'através'da'aplicação'
de' pulso' de' radiofrequência' específico' para' os' núcleos.' Através' dessa' excitação' é' possível' girar' a'
resultante'magnética'do'núcleo'(eixo'z)'em'90o'permitindo'sua'detecção'sem'a'contribuição'dos'efeitos'
magnéticos'dos'elétrons.'(4)'Aquisição'dos'dados'de'ressonância'a'partir'de'bobinas'apontadas'ao'longo'
do' eixo' perpendicular' a' campo' externo' (B).' Os' dados' são' adquiridos' na' forma' de' ondas' na' qual' são'
transformadas'por'funções'matemáticas'(transformada'de'Fourrier)'em'gráficos'em'função'de'frequência.'

 

Na área da química de PN, a RMN tem sido empregada na elucidação 

estrutural de compostos bioativos assim como em estudos de biossíntese. 

Atualmente a RMN é considerada como um dos pilares da tríade que envolve as 

técnicas analíticas usadas em metabolômica: cromatografia – EM – RMN 

(VERPOORTE et al., 2007, 2010). Ela não somente está envolvida na elucidação 
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mas é determinante para detecção de biomarcadores, variações de fluxo metabólico 

entre outras aplicações (RATCLIFFE; SHACHAR-HILL, 2005; KIM; CHOI; 

VERPOORTE, 2010; YANG, Z. et al., 2014; LARIVE et al., 2015; VERPOORTE et 

al., 2007 e 2010).  

De modo geral, o núcleo de hidrogênio (1H) é o mais utilizado em 

metabolômica devido a alta receptividade (99,9816-99.9974%) e a presença deste 

núcleo em quase todas as biomoléculas (LARIVE et al., 2015; SILVERSTEIN, 2005). 

No entanto, as informações relativas aos espectros de 1H muitas vezes são 

insuficientes para a determinação total de uma estrutura molecular e experimentos 

mais sofisticados como bidimensionais tornam-se necessários. 1H- 1H COSY 

(COrrelated SpectroscopY), 1H- 1H TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY) e 

NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY) são experimentos 

homonucleares que revelam informações quanto a posição dos prótons numa 

molécula (LARIVE et al., 2015; KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010; HEYMAN et al., 

2012, VERPOORTE et al., 2010; MAHROUS; FARAG, 2015). 

Já os experimentos 1H -13C utilizando HSQC (Heteronuclear Single Quantum 

Coherence) e 1H- 13C HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation spectroscopy)  

complementam as informações estruturais permitindo a observação direta entre a 

correlação entre hidrogênio e carbono (HSQC) e aquelas relativas a longa distância 

(HMBC - três ou mais ligações). 

Uma importante aplicação da RMN em metabolômica é a possibilidade de 

análise em sistemas in vivo. Uma vez que a técnica não é invasiva ou destrutiva é 

possível monitorar, em séries de tempo, o comportamento de amostras frente a um 

determinado estímulo (BECKONERT et al., 2007; POWERS, 2009; DA SILVA et al., 

2013). Neste caso, a análise de materiais sólidos ou semi-sólidos como tecidos ou 

linhagens celulares ocorre através do uso da técnica de HR-MAS (high resolution 

magic angle spinning). Esta técnica tem exercido um papel essencial na mediciona 

como por exemplo, na análise de biópsias (LARIVE et al., 2015, BECKNONERT et 

al., 2007; TENG, 2013; VIZZOTO, 2004). 

Abordagens baseadas em fingerprints tem sido outra opção em estudos 

metabolômicos via RMN. A aquisição de espectros de misturas complexas, como 

biofluídos ou extratos de plantas sob estudos metabolomicos (submetidos a 

estímulos ambientais ou induzidos) tem levado a caracterização de sinais 
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diagnósticos de doenças e a determinação de biomarcadores (RATCLIFFE AND 

SHACHAR-HILL, 2005; BECKONERT et al., 2007; HALABALAKI et al., 2014). 

Ainda que a RMN seja menos sensível em termos de concentração em 

relação a espectrometria de massas, avanços nos campo analítico, como os 

instrumentos de alto campo (até 1 GHz na frequência do 1H) e as sonda criogênicas, 

tem aumentado acentuadamente a sensibilidade da técnica. Hoje é possível 

determinar estruturas na escala de miligramas ou mesmo de microgramas de 

metabólitos (KOVACS et al., 2005; LARIVE et al., 2015; SILVERSTEIN, 2005; 

LEVITT, 2007). 

 

CLAE-SPE-RMN 
 

Outra ferramenta que tem ajudado na elucidação de compostos minoritários é 

o acoplamento da CLAE com RMN. Em termos práticos, o acoplamento da CLAE 

com RMN ainda não ocorre de forma rotineira como em CLAE-EM mas vem se 

tornando uma ferramenta poderosa na identificação de metabólitos presentes em 

misturas complexas como ocorre nos PN. Existem diferentes configurações que 

podem ser usadas entre CLAE e RMN na qual incluem o acoplamento direto CLAE-

RMN (sistema on-flow e stop-flow) e aqueles que incluem uma etapa de 

concentração CLAE-SPE-RMN (LARIVE et al., 2015; EXARCHOU et al., 2005; 

JOHANSEN et al., 2013; HALABALAKI et al., 2014; CASTRO et al., 2010; TANG et 

al., 2009 ). 

Mais recentemente, o acoplamento online de CLAE-SPE-RMN tornou 

possível superar algumas barreiras analíticas de alguns modos prévios (on-flow e 

stop-flow). Nesta configuração, picos (bandas) cromatográficos são sequencialmente 

coletados em cartuchos de fase sólida por meio de múltiplas injeções utilizando 

solventes tradicionais grau CLAE. Logo que coletados, os cartuchos são submetidos 

a um fluxo de nitrogênio para remoção do solvente e, subsequentemente os 

compostos são eluídos com o auxílio de solventes deuterados (LARIVE et al., 2015; 

JOHANSEN et al. 2014; HALABALAKI et al. 2014; TANG et al., 2009).  

Deste modo evita-se os problemas encontrados em sistemas on-flow como a 

baixa quantidade de massa que passa pela probe durante a aquisição e também 

economiza-se o uso de solventes deuterados. Além da questão de concentração, a 
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principal vantagem relativa ao sistema stop-flow é diminuição do fenômeno de fluxo 

encontrado no sistema CLAE-RMN. Sobretudo, a capacidade de uso de sondas 

criogênicas para o sistema CLAE-SPE-RMN eleva seu potencial da RMN para 

estudos metabolômicos (TANG et al., 2009). 

 

Considerações sobre identificação de compostos via RMN em estudos 

metabolômicos. 
 

A metabolômica como ferramenta de análise de “todos” os metabólitos de 

dado um organismo traz um verdadeiro desafio as pesquisas em RMN. Os 

obstáculos estão desde o processo de amostragem e extração até nas questões 

analíticas como detecção e análise (MUSHTAQ et al., 2014; NICHOLSON; LINDON, 

2008). 

Diferentemente dos experimentos realizados em EM, que na maioria, utilizam 

de plataformas hifenadas compostas por uma etapa de pré-purificação 

(cromatografia) seguida de aquisição de dados, os experimentos em RMN não 

apresentam uma etapa ortogonal de informação (exceto em CLAE-SPE-RMN), isto 

implica no estudo de moléculas em matrizes de alta complexidade (LARIVE et al, 

2015; RATCLIFFE; SHACHAR-HILL, 2005). 

Tipicamente um experimento 1H para análise de um extrato bruto de uma 

tecido, planta ou microrganismo pode conter centenas de sinais que podem ou não 

estar correlacionados entre si, ou seja, não existe qualquer informação quanto a 

relação entre os sinais e consequentemente, ao número de compostos presentes. 

De modo geral, o que se observa é uma imensidão de sinais sobrepostos que pouco 

contribuem para elucidação estrutural (WOLFENDER, 2009; HALABALAKI et al., 

2014). 

Avanços no campo da extração de informação em sistemas complexos tem 

permitido superar tais barreiras através determinação sinais marcadores de classes 

ou entidades químicas específicas através de ferramentas quimiométricas como a 

PCA ou PLS. Para tanto, pesquisadores fazendo uso de padrões autênticos ou por 

meio de simulações determinam sinais “marcadores” em moléculas que 
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posteriormente servem de base na busca de metabólitos em matrizes reais (YANG 

et al., 2013; WOLFENDER et al., 2013; TENG, 2013).  

No entanto, mesmo essa abordagem apresenta algumas falhas. Dependendo 

da estrutura os sinais gerados podem não ser determinantes para identificação da 

classe ou ainda dependendo da complexidade da matriz, tal sinal pode estar 

sobreposto por outros sinais, o que inviabiliza o uso dessa abordagem. Outro 

aspecto negativo é que ela faz uso de um único sinal como meio de identificação. 

Conhecendo a diversidade química de compostos orgânicos, a possibilidade de 

gerar falsos-positivos é muito grande por essa abordagem. Um típico exemplo são 

os sinais de hidrogênios metilênicos ou de glicosídeos os quais estão presentes 

numa infinidade de estruturas.  

Como alternativa aos métodos univariados de identificação de sinais 

marcadores este trabalho implementou novos métodos de identificação estrutural 

baseados no uso ferramentas quimiométricas relativas a deconvolução de sinais em 

RMN. Dentre a ferramentas podemos destacar os algoritmos computacionais 

RANSY e STOCSY e as novas de sequencia de pulsos em DOSY. 

 

Ratio Analysis Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (RANSY) 
 

O RANSY foi desenvolvido por Gu et al. (2013) como ferramenta de auxílio na 

identificação de substâncias a partir de dados espectroscópicos ou 

espectrométricos. Em RMN, o princípio da ferramenta é baseado no fato que a razão 

entre dois sinais distintos (intensidades ou áreas) quando comparados em diferentes 

amostras devem se manter relativamente constantes se pertencerem a um mesmo 

composto (mesmo sistema de spin). Assim, o desvio padrão destas razões frente a 

diferentes amostras em teoria deveriam ser zero ou muito perto de zero caso fossem 

do mesmo sistema de spin. Por outro lado, se dois sinais (picos) são originados de 

metabolitos distintos, o correspondente desvio padrão irá ser grande, exceto em 

casos raros onde os metabólitos de interesse estão altamente correlacionados, 

figura 25. 

Assim, é possível extrair informações relativas a estrutura de um único 

composto a partir da comparação espectral de amostras ligeiramente distintas. 
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Figura'25.' ilustração do processo de execução do RANSY. Uma vez selecionado driving peak* (sinal 
de deslocamento químico específico para o composto A) ocorre a divisão entre valores de 
intensidade dos demais sinais de RMN com o valor de intensidade do driving peak. Esse processo 
(RANSY) se repete para cada espectro de ressonância, a partir de amostras submetidas a diferentes 
condições. Os valores de razão entre os sinais relativos ao composto A permanecem relativamente 
constantes (pertencem ao mesmo sistema de spin) e consequentemente, o desvio padrão da média 
das razões é relativamente baixo. Em contrapartida, para as razões referentes ao composto B não 
são constantes e o desvio padrão resultante das razões é elevado. O espectro de RANSY é o 
resultado da média das razões (Sinal RMN dividido pelo driving peak) dividido pelo seu desvio 
padrão. Assim, o espectro calculado RANSY destaca os sinais do composto A em detrimento do 
composto B, permitindo visualizar os íons características apenas para este composto.  

 

 

Statistical Total Correlation Spectroscopy (STOCSY) 
 

Assim como RANSY, o STOCSY é um método de análise baseado na 

multicolinearidade de sinais para a identificação de potenciais biomarcadores em 

estudos metabolômicos baseados em dados de RMN (CLOAREC et al., 2005). No 

entanto, ao invés de um simples cálculo da nível de correlação entre o sinal 

escolhido e os demais sinais presentes no espectro, o STOCSY permite observar 

tendências em variações de concentrações entre diferentes substâncias (co-

variância).  

De fato os resultados gerados entre as duas ferramentas são muitos 

próximos, no entanto, o RANSY prioriza a determinação dos sistemas de spin 

referente a um sinal selecionado enquanto o STOCSY apresenta de forma mista 

tanto as relações entre os sinais como valores de co-variancia. Do ponto de vista 
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prático, o STOCSY gera espectros mais complexos, no entanto, ele é mais robusto 

quanto à reprodutibilidade e a sobreposição de sinais. No caso do RANSY a 

sobreposição dos sinais possui uma maior influência nos resultados (GU et al., 2013; 

CLOAREC et al., 2005). 

 

Diffusion Ordered Spectroscopy (DOSY) 
 

O DOSY é uma técnica espectroscópica utilizada para medir o coeficiente de 

difusão de moléculas ou agregados em solução por espectroscopia de RMN 

(ANTALEK, 2002; LOENING et al., 2001; VIZZOTO, 2004). Esta técnica vem sendo 

utilizada principalmente: (i) na separação dos sinais de ressonância de diferentes 

componentes em uma mistura de acordo com seus coeficientes de difusão e (ii) na 

determinação do tamanho de agregados moleculares.  

Desde o seu desenvolvimento sua principal aplicação ocorre na análise de 

misturas complexas, tais como em extratos de plantas, polímeros, combustíveis, 

alimentos entre outros (ANTALEK, 2002, VIZZOTO, 2004). Devido ao seu grande 

potencial em separação, a técnica DOSY representa uma ferramenta em potencial 

para estudos metabolômicos (VIZZOTO, 2004).  
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MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

Coleta e classificação do material vegetal 
 

Para os experimentos em RMN foram utilizadas apenas amostras de S. 

paniculatum coletadas na estação ecológica de Itirapina (amostra M985 vide tabela 

1) e espécimes S. paniculatum encontrados no horto de plantas medicinais 

localizado na faculdade de ciências farmacêuticas da UNESP de Araraquara. As 

plantas foram identificadas pelo Prof. Luís Vitor Sacramento e as respectivas 

exsicatas foram depositadas no Herbarium Rioclarense (HRCB) do Instituto de 

Biociências da UNESP/ Campus Rio Claro. 

 

Extração e secagem 

 
A extração do material vegetal seco e pulverizado se deu por duas 

metodologias: a primeira segue as mesmas rotinas encontradas no capítulo I 

utilizando a amostra de S. paniculatum coletada na estação ecológica de Itirapina. O 

segundo método consistiu no uso de material fresco coletado no horto da faculdade 

de ciências farmacêuticas de Araraquara (FCFAR – Ar), previamente submetido a 

imersão em nitrogênio líquido e subsequentemente extraído através de maceração 

em MeOH e banho ultrassônico (Dionex ASE 300 (Dionex Canada Ltd., Oakville, 

ON, CA). A eliminação dos solventes foi realizada com ajuda de um speedvac 

(THERMO, NY, EUA). 

 

Solventes e reagentes empregados 

 
Para a preparação das amostras de RMN foram utilizados: acetonitrila 

deuterada (CD3CN) e metanol deuterado (CD3OD) grau 99,96% de pureza (Sigma 

Aldrich, St. Louis, MO, USA). Para o sistema CLAE-SPE-TT foram utilizados Metanol 
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(MeOH), Acetonitrila (CH3CN) grau HPLC (Mallinckrodt, Paris, Kentucky, USA) e 

H2O deionizada (18mΩ; Milli-Q, Millipore). 

 

CLAE-SPE-RMN 
 

As coletas seguidas de análise por RMN foram obtidas através de um HPLC 

Agilent Technologies 1260 Infinit, equipado com uma bomba quaternária G1311B, 

amostrador automático e detector de arranjo de diodos G1329B. Um sistema 

extração em fase sólida Prospekt 2 (Spark, Emmen, Netherlands) equipado com 

módulo ACE (Automated Cartridge Exchange) para coleta e trapeamento dos 

analitos e duas bombas Smartline 100 (KNAUER). O sistema de transferência dos 

compostos trapeados no Prospekt para tubos de RMN (3mm) foi efetuado através de 

coletor Gilson WI 53562 (USA).  

 

Preparação de amostras em CLAE-SPE 

 
Para processo de preparação de amostra para análise por CLAE-SPE-TT, os 

extratos brutos de S. paniculatum foram dissolvidos em MeOH:H2O (9:1) e 

submetidos ao processo de clean-up para remoção de interferentes apolares 

(cartuchos de C-18 seguidos de filtros de 0,45 um). Uma vez secos os extratos 

foram redissolvidos sob concentração de 20,0 mg.mL-1 e injetados no sistema de 

CLAE-SPE. 

 

Análises por CLAE-SPE 
 

Para a amostra M985 a eluição foi realizada empregando uma coluna Onyx® 

monolítica de 2-5 µm C-18, (100 X 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA). A fase 

móvel consistiu de água deonizada (A) e acetonitrila (B) em sistema gradiente, nas 

seguintes condições cromatográficas: 5-15 % B (fase orgânica) em 25 minutos, 

seguido de 15-50% B em 25 minutos (total 50min) e de 50-100% em 2 minutos (total 

52 min) e 10 minutos adicionais em decorrência de limpeza e estabilização de 
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coluna para condição inicial. Sob vazão de coluna 1,5 mL.min-1 foram realizados 

vinte injeções de 20 µL em amostras de 20,0 mg.mL-1. Os analitos de interesse 

foram trapeados em cartuchos GP (general phase; polímeros esféricos de 

polidivilbenzeno de tamanho de particular entre 5 – 15 µm) e eluídos com CD3CN 

para análise por RMN. 

Para as análises de S. paniculatum, coletadas no horto da farmácia FCFAR - 

Ar, foi utilizada uma coluna Prontosil Eurobond C18 (5,0 µm, 125 x 4,0 mm d.i., 

Bischoff Chromatography, Leonberg, Germany) sob modo gradiente de eluição. A 

fase inicial do sistema cromatográfico consistiu de 40% B (metanol) e 60% de A 

(água). Foi aplicado um gradiente linear de 40-100% de B durante em 45 min 

seguido de 10 min em 100% de B e recondicionamento a 40% de B durante 8 

minutos. Os eluentes foram monitorados a 220, 254, 280 e 330 nm. Foram 

realizadas 11 injeções de 35uL sob concentração 20mg,mL-1 e vazão 1,3 mL.min-1. 

Os metabólitos eluídos da coluna foram coletados em cartuchos do tipo GP. 

 

Análises por RMN 
 

Todos os experimentos de RMN foram realizados em um espectrômetro 

Bruker Avance III de 14,1 Tesla, (600,12 MHz para frequência do hidrogênio). As 

amostras foram solubilizadas em 160 µL de solvente deuterado (CD3OD ou CD3CN). 

Os deslocamentos químicos foram referenciados pelos sinais do padrão 

tetrametilsilano (TMS). As medidas foram realizadas em criosonda tripla inversa 1H 

{13C e 15N} de 5 mm de diâmetro interno e com bobinas geradoras de gradiente de 

campo na coordenada z. 

Os experimentos de 1H foram baseados na sequência de pulso lc1pnf2 – 

LC1D12 usando supressão de sinal da água e do solvente (MeOH ou ACN). Foram 

utilizados os seguintes parâmetros nos experimentos: tempo de reciclagem 2,4 s; 

janela espectral de -5 a 15 ppm com 32k pontos e tempo de aquisição de 1,36 

segundos. O processamento de todos os experimentos (exceto se mencionado) foi 

realizado através de multiplicação exponencial sob um fator de 0,3 Hz (Line 

Broadening - LB), correção manual de fase e de linha de base. 

Os experimentos de 1H– 1H COSY (cosygpppqf) foram realizados utilizando 

uma janela espectral de 0 a 13ppm, tempo de aquisição de 0,127s, tempo de 
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reciclagem de 2,0s e 16 scans para 128 incrementos. Informações relativas ao 

acoplamento direto 1H e 13C foram obtidos por meio de experimentos 1H- 13C HSQC 

(hsqcedetgpsisp2.3), empregou janela espectral de -1 a 11ppm para a dimensão F2 

(1H) e 0 a 165 ppm para a dimensão em F1 (13C). O tempo de aquisição foi de 0,14s, 

tempo de reciclagem (d1) de 2s e 16 scans para os experimentos com incremento 

de 256. Foi utilizado como acoplamento médio entre 1H e 13C o valor de 145Hz 

(Cnst2)  

Mapas de correlação a longa distância de1H– 13C HMBC foram obtidos sob 

janela espectral de 0 a 11,5 ppm na dimensão de F2 (1H) e de 0 a 210ppm para 

F1(13C). Foram aplicados ciclos de 16 scans para cada incremento (256), utilizando o 

tempo de aquisição de 0,28s, tempo de reciclagem de 2s e constante de 

acoplamento a longa distância (Cnst13) de 8Hz. 

Os experimentos de TOCSY1D utilizaram da sequência seldigp, com janela 

espectral de 20 ppm, tempo de relação de 1,0s e tempo de aquisição de 2,72s. 

Foram realizados 11 experimentos utilizando 128 scans, mixing time (d9) de 0,12s 

sob irradiação nos seguintes pontos (o1p): 4,39, 4,23 4,18, 3,81, 3,48, 2,27, 1,88, 

1,19, 1,12  e 1,03 ppm. 

 

Experimentos DOSY – Princípio da técnica 
 
A auto-difusão é o processo de movimento translacional aleatório de matéria 

entre uma parte do sistema para outra como o resultado da energia térmica 

(movimento browniano). A medida de difusão é feita através cálculo do número de 

moléculas que atravessam uma seção transversal (área) por unidade de tempo, 

conhecida como auto-difusão, J (m2.s-1) (VIZZOTO, 2004). Para moléculas esse 

valor varia entre 1-10 a 10-10 m2.s-1. 

Os experimentos de DOSY, usados na separação de sinais, foram possíveis 

através do desenvolvimento de sequências de pulso na qual aplicam gradiente de 

campo a partir das sondas no eixo longitudinal das amostras, os chamados pulsos 

de gradiente de campo (ANTALEK, 2002). 

Em geral, os experimentos de DOSY são formados por uma série de 

experimentos que podem ser uni ou bidimensionais (1H, 13C, COSY, TOCSY entre 

outros) que diferem entre si pela amplitude (g) dos pulsos de gradiente aplicados, 
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que é aumentada gradativamente ao longo dos experimentos. O intensidade do sinal 

é inversamente proporcional a intensidade do campo aplicado. Assim, quando um 

conjunto de sinais é atenuado pelo aumento da intensidade do gradiente isso 

permite a identificação de quais sinais pertencem a uma dada molécula. Quanto 

maior a velocidade de decaimento dos sinais, maior é o coeficiente de difusão da 

molécula. A figura 26 ilustra o processo de DOSY. (ANTALEK, 2002; LOENING et al. 

2001; VIZZOTO, 2004).  
Figura'26.'Ilustração'de'um'típico'experimento'de'DOSY.'(1)'nesta'condição'temos'a'resultante'do'vetor'
magnético'decorrente'de'pulso'r.f.'a'90ox,.Todos'os'spins'só'possuem'a'mesma'frequência'de'ressonância'
(inicialmente'apontada'para'o'eixo'–y)'devido'a'homogeneidade'do'campo'magnético.' (2)'Gradiente'de'
campo'adicional'(bobinas'da'sonda'a'Bg)'gerado'ao'longo'do'eixo'z'(tg'–'tempo'de'aplicação'do'gradiente'
de' campo).'Em' (2)' a' frequência'de' ressonância'de' cada' spin' é'diferente,' o'que' resulta'num'sinal'baixo'
(fora'de'fase).'(3)'Gradiente'de'campo'inverso'sob'o'mesmo'tempo'(tg).'Se'não'houvesse'o'fenômeno'de'
difusão,'teoricamente,'o'gradiente'inverso'refocaria'os'spins'da'etapa'2'resultando'no'mesmo'sinal'que'na'
etapa'em'1.'No'entanto,'devido'a'difusão'molecular'os'spins'nucleares'não'“sentem”'o'mesmo'gradiente'
inverso,'pois'se'localizam'em'posições'diferentes'da'inicial,'resultando'num'sinal'menor'que'a'etapa'1.''

'
 

A transformada inversa de Laplace deste conjunto de dados origina o 

espectro de DOSY; um espectro pseudo-bidimensional, onde o sinais de RMN 1D 

são apresentados em uma dimensão e a distribuição ordenada do coeficiente de 

difusão molecular (D) em outra. 

Os experimentos de 1H DOSY foram realizados a 22oC empregando-se uma 

criosonda de 5 mm de diâmetro interno, com detecção em modo inverso e 

equipadas com bobinas geradoras de gradientes de campo na coordenada z (campo 
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máximo de 53,5 Gauss.mm-1). Os experimentos foram realizados sem auxílio de 

rotação. Para evitar problemas de convecção, as amostras foram preparadas em 

tubos de 3 mm. A sequencia de pulso LEDBPGP2s foi aplicada, empregando-se 

uma largura espectral em 1H de 9,9659 Hz, tempo de aquisição de 2,7s, tempo de 

reciclagem de 0s, duração dos pulsos de rf (90oC) de 6,72 µs e de gradiente de 600 

ns. Foram acumulados 16 FIDs de 1H, com o gradiente de campo aumentado 

linearmente de 2% a 95%. O processamento dos espectros de DOSY foram 

realizados no software TopSpin (Bruker Biospin). A escala do coeficiente de difusão 

está apresentada na forma logarítmica. 

 

Análise por RANSY 
 

A primeira etapa do cálculo consiste na seleção de pico diretor ou driving 

peak - DP (sinal da qual o usuário deseja monitorar). Em seguida, todos os outros 

pontos do espectro (intensidades) são divididos pela intensidade do pico 

selecionado driving peak (GU et al., 2013)  

 

!"!,! =
!!,!
!!,!

  (2) 

 

onde i representa o iésimo espectro de um conjunto de !!espectros de RMN, !!é o 

!é!"#$ ponto de um total de ! pontos neste espectro. !!,! corresponde ao driving 

peak e DP representa a matriz !×!. 

Os valores de RANSY, denotado como um vetor ! de ! elementos, 

corresponde aos quocientes das médias e desvios-padrão das colunas da matriz 

!". O desvio padrão é zero para o próprio driving peak e, portanto, seu valor 

RANSY é zero. Os outros valores de RANSY são calculados como elementos do 

vetor ! como se segue: 

!! =
!
! !"!,!!

!!!
!
! (!"!,!!!! !"!,!!

!!! )!!
!!!

  (4) 

 



!
!

!

123!

Uma vez que as razões dos desvios-padrão são utilizadas no denominador, 

um desvio-padrão pequeno irá produzir um grande valor de !, gerando um alto sinal 

que é relativo a presença no mesmo sistema de spin do driving peak, figura 25 (GU 

et al., 2013). Assim, para os sinais de RMN relativos ao mesmo composto, será 

gerado um sinal intenso de valor RANSY, enquanto sinais relacionados a outros 

compostos irão gerar grandes desvios-padrão, e consequentemente pequenos 

valores no RANSY. 

 

Análise por STOCSY 

 
Os conceitos de correlação de sinais (colinearidade) do STOCSY se 

assemelham as premissas encontradas no RANSY. No entanto, o STOCSY não se 

restringe a simples razão de sinais multiplicadas pelo desvio padrão. No STOCSY é 

realizado um cálculo de uma matriz de correlação C para um conjunto de n 

espectros contendo v variáveis espectrais (número de pontos) como segue a 

equação 5 (CLORAEC et al., 2005) 

! = !
! − 1

!
! − 1 !!!!!  (5) 

 

onde X1
t and X2 correspondem as matrizes transversa de n x v1 e n x v2 contendo 

dados de intensidade espectral. Se o conjunto de espectros são idênticos, uma 

matriz de autocorrelação é obtida, indicando a estrutura de correlação entre as 

variáveis. Quando as matrizes X1 e X2 descrevem diferentes espectros a matriz de 

correlação refletirá as correlações entre respostas (sinais) nos diferentes espectros. 

Assim, a matriz C descreve as correlações, intra e inter-metabólicas, em que uma 

dada resposta pode fornecer informações da estrutura molecular e conectividade 

assim como suas relações bioquímicas. 

 A força da correlação é dependente das propriedades inerentes de detecção 

da técnica. A colinearidade de sinais que surgem a partir da mesma molécula serão 

afetadas principalmente pela sobreposição de sinais, efeito de ruído e interferências 

(defeitos e artefatos) (CLORAEC et al. 2005). 
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Softwares 

 
Os dados de CLAE-SPE-TT foram tratados por meio do software hystar 3.2 

(Bruker, Fahrenheiststr, Bremen, Germany). Para o processamento fez-se o uso 

software Topspin (Bruker, Germany). Isto inclui o tratamento e aquisição de todos os 

dados de DOSY obtidos neste trabalho Os algoritmos RANSY e STOCSY foram 

desenvolvidos na forma de script e função, respectivamente e, foram executados a 

partir da plataforma do software matemático MATLAB ver.7.10 (R2010a) (The 

MathWorks Inc., Natick, EUA). Foram gerados espectros simulados de possíveis 

estruturas utilizando o software NMR suíte MestreNova v. 8.1 (Mestrelab Research 

SL, Madri, Espanha). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Duas estratégias em RMN foram aplicadas para a geração de perfis 

metabólicos assim como na desreplicação de compostos presentes na espécie S. 

paniculatum: (i) CLAE-SPE-RMN em modo seleção de pico na qual cada pico foi 

coletado e identificado com base na desreplicação de metabólitos “puros” e (ii) 

CLAE-SPE-RMN em modo time slice onde frações são coletadas em intervalos 

iguais de tempo e analisadas através da combinação de ferramentas quimiométricas 

de deconvolução (RANSY e STOCSY) e dados espectroscópicos de RMN (DOSY, 

TOCSY1D e aqueles regularmente utilizados em PN). 

 

CLAE-SPE-RMN em modo seleção 
 

A análise do metaboloma da espécie S. paniculatum coletado na estação 

ecológica de Itirapina (EEI) foi elaborado segundo protocolo desenvolvido por 

Gómez-Romero et al. (2010) e adaptado de acordo com as exigências instrumentais. 

A amostra de S. paniculatum (M951) foi preparada de acordo com esquema 

apresentado na figura 8, (CLAE-EM). A escolha pelo modo seleção foi devida a alta 

capacidade de pico e resolução do sistema cromatográfico. Neste modo, 

substâncias puras ou parcialmente puras são repetidamente aprisionadas em 

cartuchos de SPE (GP) e posteriormente transferidos a tubos de 3 mm para 

subsequentes análises em RMN. A figura 27 representa o perfis cromatográficos 

obtido a 254 e 280 nm (vermelho e azul, respectivamente) da amostra de S. 

paniculatum (EEI).  

Ao pico denominado 1G3 (figura 27) foram obtidos sinais de absorção 

máxima em UV de 260 e 352 nm correspondente à grupos fenólicos de alta 

conjugação, como as flavonas (conjugação entre os anéis C e B, banda I, 350nm e 

anel A, banda II,  255nm). 

O espectro de RMN de 1H para 1G3, figura 28, revelou a presença de um 

derivado de quercetina glicosilada (1G3 - Quercetina-3-O-β-diglicopiranosil). 

O sinal em 12,6 ppm foi atribuído ao hidrogênio entre a hidroxila localizada na 

posição C-5 e a carbonila em C-4 (figura 28). O duplo dubleto a 7,47 ppm foi 
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atribuído ao hidrogênio H-6’. Neste caso é possível observar o acoplamento orto 

entre H-6’ e H-5’ e meta entre H-6’ e H-2’ (J- 8,3 e 2,6 Hz, respectivamente). O 

dubleto em 6,93 ppm foi atribuído ao hidrogênio H-5’ devido somente a um 

acoplamento orto de J- 8,3 Hz. Este padrão de substituição sugere a presença de 

sistema catecólico em 3’ e 4’ característico de derivados de quercetina. Dubletos em 

6,44 e 6,23 ppm de acoplamento de J- 2,1Hz associados a correlação meta entre os 

hidrogênios H-6 e H-8 típico de flavonas diidroxiladas (C-5 e C-7) reforçam a 

hipótese da quercetina. 

A ausência de um singleto entre 6 e 7 ppm indica uma substituição na posição 

C-3 da flavona. Segundo Markham e Gieger (1993), dubletos como em 5,22 e 4,66 

ppm com constantes de acoplamento de aproximadamente J- 7,8 Hz indicam 

diglicosilações do tipo O-β na posição C-3 de flavonas (MARKHAM; GEIGER, 1993). 

Espectros simulados de 1H (figura 29) foram gerados pela plataforma MestreNova 

afim de avaliar os possíveis sítios de glicosilação entre os açucares. A comparação 

dos dados espectrais reais e simulados sugere uma glicosilação em C-2”, como 

observado na estrutura da figura 28. 

Para a substância 1G5 (figura 30) foram encontrados os mesmos os sinais 

em RMN e UV previamente descritos para a molécula de 1G3 (figuras 27 e 28). 

Além dos sistemas insaturados e aromáticos típicos das flavonas, nota-se a 

presença de diidroxilação no anel A (C-5, C-7) e as glicosilações na posição C-3 da 

flavona. A única diferença observada ocorre na porção do anel B, que ao invés de 

um sistema catecólico observa-se um anel para substituído. Esta diferença é 

caracterizada por dois dubletos 7,88 e 6,73 ppm (J- 8,8Hz) referentes ao 

acoplamento orto entre o H-2’ e H-3’ e H-6’e H-5’ caracterizando o composto 

kaempferol-3-O-β-diglicopiranosil. 
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Figura' 27.' Perfil' cromatográfico' do' extrato' de' folhas' de'S.# paniculatum' (M985)' obtidos' a' 254' e' 280'nm' (vermelho' e' azul' respectivamente).' As' linhas' verticais'
(pontilhadas)'referemFse'ao'intervalo'de'coleta'dos'picos'no'sistema'CLAEFSPE.'As'siglas'entre'parênteses'descrevem'em'quais'cartuchos'de'SPE'foram'coletados'os'
compostos.'A'critério'do'trabalho,'estas'siglas'foram'utilizadas'para'identificar'os'compostos.'As'caixas'projetadas'a'partir'do'ápice'de'cada'banda'cromatográfica'
representa'espectro'de'UV'(220F400'nm)'para'o'composto'coletado.'
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Figura'28.'Espectro'de'1H'para'o'composto'presente'no'cartucho'1G3':'Quercetina:3:O:β:[glc,'(1:2)'2”’:O:
β:glc.' As' ampliações' entre' 4,5' –' 5,4' ppm' revelam' a' presença' de' dois' glicosídeos' –' dubletos' (8Hz),'
enquanto'a'ampliação'entre'6,2'e'7,8'mostram'o'padrão'de'substituição'típico'da'quercetina.'

 

Figura'29.'Comparação'espectral'entre'os'dados'experimentais'de'1H'(em'vermelho)'e'dados'simulados'
(MestreNova'–'em'azul)'para'o'composto'presente'no'cartucho'1G3':'Quercetina:3:O:β:[glc,'(1:2)':O:β:glc''
sob'o'interval'de'2,5'a'8,5'ppm.'
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Experimentos em HSQC para a amostra 1G5 (figura 31) corrobora a 

elucidação estrutural do derivado de kaempferol. De acordo com Markham e Geiger 

(1993) o carbono anomérico (C-1”) do kaemperfol-3-O-β glc é encontrado em torno 

de 100-101 ppm, enquanto em sistemas do tipo 3-O-β-glc-[(1-2)-glc] são 

encontrados em torno de 103-104 ppm como observado no espectro da figura 31. 

Os sinais entre 79-82 ppm foram característicos das substituições em C-2”, uma vez 

que os monoglicosídeos apresentam tal sinal entre 74-75 ppm. Os demais sinais 

estão de acordo com as propostas de elucidação dos derivados de kaempferol 

(MARKHAM; GEIGER, 1993).  

No caso das substâncias 1G8 e 1G11, o espectro de UV revela bandas 

características de flavanonas (Banda II, 290nm). O experimento de 1H para 1G8 

(figura 32) indica uma flavanona sem a presença de glucosídeos. O deslocamento 

químico a 12,15 ppm refere-se ao hidrogênio quelado entre a hidroxila e carbonila 

em C-4 e C-5. Um sistema para substituído é observado a partir dos sinais 7,35 e 

6,85 ppm (J- 8,7Hz) referentes ao acoplamento orto entre H-2’ e H-3’ e H-5’ e H-6’ 

(figura 32). Um dubleto de J- 2,5Hz localizado em 5,96 ppm integrando para dois 

hidrogênios (2H) indica o mesmo deslocamento químico de 1H para C-6 e C-8. 

 Contudo, são os sinais em 5,43, 3,18 e 2,75 ppm que marcam a presença de 

uma saturação entre C-2 e C-3 típico de dihidroflavonas. Os desdobramentos 

observados no duplo dubleto de J- 17,2 e 3,0Hz para o sinal em 2,75 ppm estão 

associados ao acoplamento geminal entre os hidrogênios em C-3 e entre os 

hidrogênios em H-3 e H-2 do tipo pseudo equatorial-axial. Já o duplo dubleto em 

3,18 ppm (J- 17,2 e 13,0 Hz) refere-se ao mesmo acoplamento geminal em C-3 

(axial-equatorial) e ao acoplamento pseudo axial-axial entre H-2 e H-3 (J- 13 Hz). 

O sinal em 5,43 ppm (J- 13,0 e 3,0 Hz) está relacionado ao H-2 com outros 

dois hidrogênios em C-3, caracterizando a naringenina, figura 32. Como na 

elucidação da molécula em 1G3, foram realizados estudos de simulação in silico 

para a naringenina o qual revelou sinais muito próximos aos valores experimentais 

(figura 33). 
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Figura'30.'Espectro'de'1H'para'o'composto'presente'no'cartucho'1G5':'kaempferol:3:O:β:[glc'(1:2)'2”’:O:
β:glc].' As' ampliações' entre' 4,4' –' 5,3' ppm' revelam' a' presença' de' dois' glicosídeos' –' dubletos' (8Hz),'
enquanto'ampliação'entre'6,2'e'7,8'mostra'o'padrão'de'substituição'típico'do'kanferol.'

'
!

Figura'31.'Espectro'de'1H'–'13C'g:HSQC'para'o'composto'presente'no'cartucho'1G5':'kaempferol:3:O:β:[glc'
(1:2)' 2”’:O:β:glc].' A' coloração' vermelha' do' nodos' representa' os' carbonos'metínicos' (CH)' enquanto' as'
azuis'estão'associadas'a'carbonos'metilênicos'(CH2).'A'legenda'dos'nodos'foi'obtida'através'da'execução'
de'peak&picking'no'software'MestreNova.''
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A partir do espectro de 1H para a fração 1G11 nota-se a presença de uma 

dihidroflavona muito similar a naringenina, figura 34. Contudo, observa-se um sinal 

de deslocamento químico em 3,8 ppm (integrado para 3 hidrogênios – 3H) 

associado a uma metoxilação, que tanto pode ser em C-7 quanto em C-4’. Espectros 

simulados de 1H (figura 35) demonstram um alto grau de similaridade entre C-7, C4’ 

e o espectro real tornando difícil a sua determinação. Nesse caso, experimentos de 

HMBC e NOESY permitiriam através de correlações espaciais e de longa distância 

do tipo J-3 localizar a posição do grupo metoxi mas devido a baixa quantidade de 

massa não foi possível a realização. 
Figura'32.'Espectro'de'1H'para'o'composto'presente'no'cartucho'1G8':'naringenina.'As'ampliações'entre'
2,6' –' 3,3' ppm' revelam' o' padrão' de' multiplicidade' entre' H:2' e' H:3' (acoplamentos' geminais' e'
equatorial/axial).'A'ampliação'entre'6,2'e'7,8'mostra'o'padrão'de'substituição'típico'do'naringenina.'
!
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Figura'33.'Comparação'espectral'entre'os'dados'experimentais'de'1H'(em'vermelho)'e'dados'simulados'
(MestreNova'–'em'azul)'para'o'composto'presente'no'cartucho'1G8'–'naringenina,'sob'o'interval'de'2,5'a'
13'ppm.'

 

Figura' 34.' Espectro' de' 1H' para' o' composto' presente' no' cartucho' 1G11' –' derivado' metoxilado' de'
naringenina'(7'ou'4’)'.'As'ampliações'entre'2,6'–'3,3'ppm'revelam'o'padrão'de'multiplicidade'entre'H:2'e'
H:3' (acoplamentos' geminais' e' equatorial/axial).' A' ampliação' entre' 6,2' e' 7,8' mostra' o' padrão' de'
substituição'típico'do'naringenina.'
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Figura'35.'Comparação'espectral'entre'os'dados'experimentais'de'1H'(em'vermelho)'e'dados'simulados'
(MestreNova)'do'derivado'4’:O:metilnaringenina'–'verde'e'7:O:metilnaringenina'–'azul)'para'o'composto'
presente'no'cartucho'1G8,'sob'o'interval'de'2,6'a'7,8'ppm.'

 

Com o auxílio do sistema CLAE-SPE-RMN foi possível coletar de forma 

automatizada os quatro picos majoritários do extrato bruto de folhas de S. 

paniculatum (M951). Utilizando de apenas de 8 mg de extrato bruto (20 injeções de 

20 µL - 400 µL - sob uma solução de 20 mg.mL-1) foi possível elucidar 4 flavonóides 

(3 totais ou 1 parcial) derivados da quercetina e kaempferol glicosilados. Isso só foi 

possível graças as novas sequências de pulso para geração de experimentos de 

dupla radiação em RMN (supressão do sinal do solvente e da água). 

Esta abordagem mostrou-se eficiente tanto na busca por métodos rápidos de 

separação e desreplicação de compostos quanto das premissas da química verde, 

como a miniaturização, baixo custo energético e principalmente a diminuição do uso 

de solventes tóxicos. 
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CLAE-SPE-RMN em modo time slice 

 
A análise do perfil metabolômico via CLAE-DAD do extrato metanólico das 

folhas de S. paniculatum (coletada no horto da faculdade de ciências farmacêuticas 

da UNESP de Araraquara) revelou uma baixa resolução cromatográfica 

impossibilitando o uso da abordagem em CLAE-SPE em modo seleção, figura 36. 

Nesse caso, frações semi-purificadas foram coletadas em intervalos iguais de tempo 

e, em seguida, submetidas a análise através de experimentos de 1H com dupla 

radiação (LC1D12 - solvente e água). Devido a complexidade química, 

contaminantes do cartucho e baixa concentração dos compostos somente foi 

possível a detecção de sinais de RMN para as frações B7, B8 e B10, figura 37. 

O principal desafio em abordagens de desreplicação em misturas via RMN, 

como ocorre, é a falta ou sobreposição de sinais marcadores de classes 

metabólicas. Certas classes de alcaloides e terpenos esteroidais pertencentes às 

espécies de Solanum se enquadram nesse caso. Correlações de segunda ordem, 

desdobramentos entre hidrogênios de carbonos quirais, correlações de sistemas 

cíclicos, efeitos anisotrópicos entre outros criam um ambiente altamente complexo e 

sobreposto numa estreita faixa de sinais (1 a 5 ppm). Nestes casos, fica 

impossibilitado a aplicação de ferramentas tradicionais de desreplicação em mistura. 

Dentro deste cenário, este trabalho buscou alternativas para desreplicação de 

compostos de alta complexidade e, uma estratégia de abordagem vem sendo 

desenvolvida através da combinação entre experimentos homonucleares e 

heteronucleares: 1H, COSY, DOSY, TOCSY1D, HSQC e HMBC com ferramentas de 

estatísticas de deconvolução em RMN como RANSY e STOCSY. 

O esquema 8 apresenta a estratégia de combinação entre os experimentos 

de deconvolução de sinais de RMN com aqueles relativos determinação estrutural 

de compostos. A fração 1B8 foi escolhida como modelo de aplicação devido a sua 

alta concentração e menor complexidade química. Para os experimentos de RANSY 

e STOCSY foram utilizados as informações das frações 1B7, 1B8 e 1B10 visando a 

elucidação do composto majoritário em 1B8. Estas frações só foram selecionadas 

devido a alto grau de similaridade, ou seja, pertencem a mesma classe de 

compostos, figura 37. Os experimentos de 1H, COSY, DOSY, TOCSY1D, HSQC e 

HMBC foram realizados apenas para a fração 1B8. 
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Figura'36.'Perfil'cromatográfico'do'extrato'de'folhas'de'S.#paniculatum'(FCFAR'–'Ar)'obtido'a'220'nm.'As'linhas'verticais'(pontilhadas)'referemDse'ao'intervalo'de'
coleta'(80'segundos)'dos'picos'no'sistema'CLAEDSPE.'As'siglas'entre'parênteses'descrevem'em'quais'cartuchos'de'SPE'foram'coletados'os'compostos.'A'critério'do'
trabalho,'estas'siglas'foram'utilizadas'para'identificar'os'compostos.''
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Esquema(8.(Ilustra(a(estratégia(de(elucidação(estrutural(a(partir(de(coletas(em(time%slice.(A(primeira(etapa(
consiste( no( fracionamento( do( extrato( bruto( através( de( coletas( sucessivas( a( cada( 80( segundos(
exemplificado(em(1B7;(1B8,(1B9(e(1B10.(Em(seguida,(duas(abordagens(são(realizadas:((i)(uso(do(conjunto(
de(frações(para(o(processo(de(deconvolução(espectral((1B7,(1B8(e(1B10)(em(STOCSY(e(RANSY(e,((ii)(uso(
singular(da(fração(B8(para(experimentos(de(DOSY((deconvolução),(1H,,(gTHSQC,(gTHMBC,(COSY(e(TOCSY1D(
(elucidação( estrutural).( Ao( final( os( resultados( são( combinados( e( é( determinada( uma( das( estruturas(
presente(na(fração(1B8.(
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Figura(37.(Espectros(de( 1H((0,5(a(4,7(ppm)(para(o(extrato(metanólico(de(S.%paniculatum( (FCFAR(–(Ar)(–(
(preto)(e(as(frações(1B7((verde),(1B8((vermelho)(e(1B10((azul).(NotaTse(que(os(compostos(presentes(nas(
frações(são(altamente(correlacionados(e(apresentamTse(como(produtos(majoritários(do(extrato(bruto. 

 
 

Para o processo de deconvolução via RANSY e STOCSY foram selecionados 

os sinais de driving peak (fração 1B8) a partir do sinal majoritário a cada intervalo de 

0,5 ppm. Ao todo foram gerados 12 diferentes espectros para cada ferramenta de 

deconvolução. No entanto, devido a similaridade dos resultados somente são 

mostrados os espectros gerados pelo RANSY e STOCSY para o driving peak a 4,4 

ppm, figuras 38 e 39. 

Os espectros gerados pelo STCOSY, figuras. 38(A e C) e 39 (A e C) 

representam as correlação entre os sinais de RMN a partir de duas componentes: 

cor e intensidade. A cor representa o nível de correlação entre os sinais de RMN 

(sistemas de spin) frente ao driving peak selecionado. Quanto mais vermelho, maior 

é o grau de correlação entre o DP e os demais sinais, enquanto a coloração azul 

corresponde a premissa inversa. A intensidade revela quanto em “concentração” 

estes sinais estão relacionados. Assim é possível observar quem está relacionado 

ao DP e ainda quanto em concentração estes sinais estão associados.  
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Figura(38.(Espectros(de(1H(gerados(pela(ferramentas(STOCSY(e(RANSY.para(as(amostra(1B7,(1B8(e(1B10.(
Em((A)(o(espectro(de(1H(STOCSY((obtido(para(janela(espectral(de(0T5(ppm.(A(correlação(dos(sinais(frente(
ao(Driving%Peak(ocorre(através(da(colororação.(ou(seja,(tons(de(mesma(cor(revelam(sinais(de(um(mesmo(
sistema( de( spin.( Em( (B)( é( observado( o( espectro( 1H( gerado( pelo( RANSY( sob( intervalo( de( 0T5ppm.( A(
correlação(dos(sinais(de(um(mesmo(sistema(de(spin(frente(ao(DP(se(dá(pela(intensidade(dos(sinais.(Em((C)(
e((D)(são(mostrados(as(ampliações(de(0(a(1,5(ppm(para(o(STOCSY(e(RANSY,(respectivamente.(
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(B
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(C) 
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Figura(39.( .( Espectros(de( 1H(gerados(pela( ferramentas(STOCSY(e(RANSY(pela( comparação(das(amostras(
1B7,(1B8(e(1B10.((A)(e((B)(representam(as(ampliações(de(1,5(a(2,5(ppm(e,((C)(e((D)(para(os(intervalos(de(
2,5(a(5(ppm(para(o(STOCSY(e(RANSY,(respectivamente(

 

(A) 

(B) 

(C) 
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As figuras 38 (B e D) e 39 (B e D) representam os espectros gerados a partir 

do RANSY. Ao analisar ambas metodologias de deconvolução é possível observar 

um padrão semelhante tanto para o STOCSY quanto para o RANSY. 

No entanto, o STOCSY estabelece um critério de normalização das razões 

através da coloração, o RANSY por outro lado, divide as razões pelo desvio padrão 

entre os mesmos sinais nas diferentes frações gerando um espectro adimensional 

contendo os valores brutos. O RANSY não agrada visualmente mas apresenta uma 

relação fidedigna das relações entre os sinais de RMN e o DP. 

 De modo geral os espectros gerados pelo STOCSY e RANSY revelaram a 

correlação de sistemas spin relativos a glicosídeos (região entre 3 e 3,5 ppm e 

hidrogênios anomérico entre 4 e 4,5 ppm), metilas ligadas a carbonos terciários ou 

quaternários (singletos e dubletos) em torno de 1,0 a 1,2 ppm e a um grande número 

de multipletos entre 1,3 a 3,0 ppm. 

A segunda etapa da estratégia utilizou apenas a fração B8 para geração de 

espectros monodimensionais (1H, TOCSY1D), bidimensionais (COSY, HSQC e 

HMBC) e pseudo-bidimensionais (DOSY). 

O experimento de DOSY foi realizado afim de avaliar diferentes compostos 

presentes na fração B8 a partir do coeficiente de difusão molecular. A partir da figura 

40, é possível identificar a presença de uma mistura de 7 compostos: TMS, MeOH, 

H2O, HDO, um composto associado a resina do cartucho utilizado para o 

aprisionamento molecular e duas substâncias não identificadas (Subst. 1 e Subst.2). 

De fato, a substância 1 apresenta-se como composto majoritário na mistura. 

Combinando as informações obtidas pelos experimentos de RANSY, STOCSY e 

DOSY com os dados provenientes da base de dados construída e dos principais  

quimiomarcadores da família Solanaceae podemos apontar que este composto  

pertence a um terpeno ou alcaloide esteroidal. Essa afirmação baseou-se na metilas 

quaternárias e terciárias e multipletos relativos a hidrogênios metilênicos, sem 

presença de insaturações nos anéis B e/ou C do triterpeno  (ausência de dubletos 

na região entre 5 e 6 ppm) e sinais relativos a glicosídeos (dois dubletos associados 

a hidrogênios anoméricos). 

Uma vez definido o conjunto de sinais pertences a Subst. 1 foram realizados 

experimentos de radiação específica (TOCSY1D) afim de separar aqueles sinais 

sobrepostos que não puderam ser definidos nas etapas anteriores. 
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Num típico experimento de TOCSY (2D) observa-se, através da transferência 

polarização entre os núcleos de 1H, correlações de longa distância entre hidrogênios 

de um mesmo sistema de spin. Tais sistemas de spins são limitados pela presença 

de carbonos quaternários (insaturados) e/ou heteroátomos como o oxigênio e 

nitrogênio. Contudo, nos experimento de TOCSY(2D) todos os prótons são 

excitados ao mesmo tempo o que leva a um aumento do nível de sobreposição de 

sinais. 

Entretanto, em experimentos do tipo TOCSY1D o usuário seleciona qual o 

sinal em Hz que será irradiado, delimitando a observação de apenas um sistema de 

spin. Assim, permite-se a separação de sinais em regiões sobrepostas que 

pertencem a diferentes sistemas de spin. Neste estudo foram realizados 

experimentos de TOCSY 1D a partir do conjunto de sinais pertencentes a Subst.1 

obtidos através das técnicas de RANSY STOCSY e DOSY, Figura 41. 
Figura(40.(Espectro(pseudobidimensional((1H)(de(DOSY(para(fração(1B8.(No(eixo(horizontal(são(mostrados(
os( valores( de( deslocamento( químico( (ppm)( enquanto( o( eixo( vertical( descreve( o( coeficiente( de( difusão(
molecular.( Em( (A)( temos( a( visão( geral( do( espectro( de( DOSY.( A( linhas( horizontalmente( tracejadas(
representam(os(composto(presente(na(fração.(Em((B)(observaTse(apenas(as(Subst.(1(e(2(e(o(contaminante(
do(cartucho.(
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A partir dos resultados foi possível determinar a presença de seis sistemas de 

spin, tabela 12. No entanto, alguns sistemas de spin não puderam ser determinados 

devido ao nível de sobreposição (desvio do centro do sinal) e pela complexidade 

espectral dos sinais (multipletos). Adicionalmente foram realizados experimentos de 
1H – 13C HSQC e 1H – 13C HMBC para a fração B8, figura 42. 
Figura(41.(Espectros( 1H(–( 1H(TOCSY1D(para(a( fração(1B8.(Em((A)(observaTse(a(presença(de(7(espectros(
sendo:(vermelho((inferior(–(extrato(bruto(da(fração(1B8)(;(bege((segundo(–(irradiado(em(4,39(ppm);(verde(
claro((terceiro(–(4,23(ppm);(verde(escuro((quarto(–(4,18ppm);((azul((quinto(–(3,81ppm);(roxo((sexto(–(3,48(
ppm)( e( rosa( (sétimo( –( 2,27( ppm).( Em( (B)( são( apresentados( ( 5( espectros:( vermelho( (inferior( –( extrato(
bruto(de(1B8);(bege((segundo(–(1,88(ppm);(verde((terceiro(–(1,19(ppm);(azul((quarto(–(1,12(ppm)(e(roxo(
(quinto(–(1,03(ppm).(
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Figura(42.(Espectros(Bidimensionais(obtidos(para(a(fração(1B8.((A)(1H(–(1H(COSY;((B)(1H(–(13C(HSQC(e((C)(
1H(–(13C(HMBC.(
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Tabela(12.(Sistemas(de(spin(obtidos(a(partir(da(combinação(de(resultados(das( técnicas(STOCSY,(RANSY,(
DOSY(e(experimentos(de(1H(T(1H((COSY(,(1H(T(1H(TOCSY1D,(1H(T(13C(HSQC(e(1H(T(13C(HMBC.((figuras(38(T(42).(
Todos( conjuntos( de( tabela( apresentam( valores( de( deslocamento( químico( de( 1H( com( a( respectivo(
acoplamento( 1H( (multiplicidade),( COSY( e( com( ( 13C( através( de( HSQC( e( HMBC.( Cada( cor( representa( um(
sistema(de(spin:(preto(T(sistema(1;(azul(T(sistema(2;(rosa(T(sistema(3(;((verde(T(sistema(4;((laranja(T(sistema(5(
e(roxo(T(sistema(6.(A(presença(de(diferentes(nos(colunas(destinadas(ao(HMBC(referemTse(a(conexão(entre(
diferentes( sistemas( de( spin( para( a( subst.1.( A( coloração( vermelha( pode( tanto( representar( carbonos(
quaternários(não(presentes(nos(sistemas(de(spin(ou(estar(relacionados(a(sistemas(de(spin(não(observados(
nos(experimentos.((
SISTEMA DE SPIN 1 - Aglicona (2,27 ppm - espectro rosa: figura 41(A) e 1,03 ppm - 
espectro roxo: figura 41(B)]. 
# 1H (J) HSCQ 13C  HMBC1 HMBC2  HMBC3 HMBC4 HMBC 5 COSY 
1 4,38(dd) 81,5 (CH) 

 
42,1 

   
1,61 

2 2,31(m) 31,3 (CH2)  40,8    1,06 
3 2,26(qt) 40,8 (CH) 16,7 42,1 65,2 70,0  111,0 1,03 
4 1,88(m) 31,3 (CH2)  40,8    4,38 
5 1,61(dd) 65,2 (CH) 16,7 40,8 

 
 81,5 

 
4,38 

6 1,03(d) 16,7 (CH3)   40,8  65,2   111,0 2,26 
 
SISTEMA DE SPIN 2 - O-β-Glicose [4,39 ppm - espectro bege: figura 41(A) e 3,81 ppm -  
espectro azul: figura 41(A)] 
# 1H HSCQ 13C HMBC 1 HMBC 2  HMBC 3 HMBC 4 HMBC 5 COSY 
1 4,39 (d) 106,0 (CH) 

   
87,5 

 
3,18 

2 3,81 (dd) 66,8 (CH2) 70,8 
    

3,42 
3 3,42 (m) 70,8 (CH) 

  
77,5 

  
3,81 

4 3,25 (t) 77,5 (CH) 70,8 
    

  
5 3,15 (t) 66,9 (CH2) 70,8 

    
3,42 

6 3,18 (t) 74,9 (CH)     77,5   106,0 4,40 
 
SISTEMA DE SPIN 3 - O-β-deoxi-glicose [4,23 ppm - espectro verde claro: figura 41(A) e 
 1,19 ppm espectro verde : figura 41(B)] 
# 1H HSCQ 13C HMBC 1 HMBC 2  HMBC 3 HMBC 4 HMBC 5 COSY 
1 4,23 (d) 104,5 (CH) 79,9 72,6 

   
3,25 

2 3,34 (t) 87,5 (CH) 
  

74,9 
 

106,0 2,96 
3 3,25 (m) 75,0 (CH) 

   
87,5 104,5 1,18 

4 2,96 (t) 75,0 (CH) 18,0 72,6 
 

87,5 
 

3,34 
5 1,18 (d) 18,0 (CH3)   72,6 75,1     3,25* 

         SISTEMA DE SPIN 4 - Aglicona [3,81 ppm - espectro azul: figura 41(A) e 3,48 ppm 
 espectro roxo: figura 41(A)] 
# 1H HSCQ 13C HMBC 1 HMBC 2  HMBC 3 HMBC 4 HMBC 5 COSY 
1 3,86 (dd) 66,1 (CH2) 

 
34,4 

  
111,1 3,23 

2 3,48 (t) 70,0 (CH) 27,7 34,4 
  

111,1 1,43 
3 3,23 (d*) 66,1 (CH2) 

  
75,2 

 
111,1 3,86 

4 1,98 (dt) 34,4 (CH2) 27,7 
    

1,43 
3,48 

5 1,58 (s*) 27,7 (CH) 
      

6 1,43 (d*) 34,4 (CH2) 
    

111,1 
1,98; 
3,48 

7 1,12 (d) 19,1 (CH3) 27,7 34,4 66,1     1,58 
* representa um sinal largo. 
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SISTEMA DE SPIN 5 - Aglicona [0,78 ppm] 
# 1H HSCQ 13C HMBC 1 HMBC 2  HMBC 3 HMBC 4 HMBC 5 COSY 
1 0,78 (s) 12,6 (CH3) 37,7 51,3  54,8        

 
SISTEMA DE SPIN 6 - Aglicona [0,73 ppm] 
# 1H HSCQ 13C HMBC 1 HMBC 2  HMBC 3 HMBC 4 HMBC 5 COSY 
1 0,73 (s) 15,5 (CH3) 40,8 42,1 56,2(CH) 65,2     

  

A elucidação da subst. 1 partiu da análise do sistema de spin 2, tabela 12. 

Neste sistema é possível observar a presença de um hidrogênio anomérico (dubleto) 

a 4,39 ppm associado a uma xilose na forma beta (β-xilose) de anéis piranosídicos 

(J – 7,7 Hz). A presença de seis hidrogênios na região entre 3-5 ppm, sendo cinco 

metínicos (CH) e dois metilênicos (CH2) colabora para a presença de tal pentose. 

Os cinco sinais presentes no sistema de spin 3 sugere a presença de uma 

segunda xilose. Entretanto, o experimento de HSQC utilizando de filtros quânticos 

(Duplo filtro quântico - determina a presença de CH3/CH ou CH2 pelo uso de 

diferentes fases) determinou a presença de uma metila a 1,18 ppm, sugerindo uma 

β-D-deoxi-hexose. Os dados do hidrogênio anomérico (dubleto) a 4,23 ppm com 

constante de acoplamento de (J – 7,9 Hz) reforçam a hipótese de um derivado de 

glicose. Em sistemas de anéis furanosídicos, os sinais de hidrogênio anomérico são 

deslocados para campo mais alto quando comparados aos sistemas piranosídicos 

(acima de 5 ppm)(SIVERSTEIN, 2005; MARKHAM; GEIGER, 1993). 

Adicionalmente, sugerimos que os dois glicosídeos estejam ligados entre si 

através de um ponte glicosídica em 1 – 3 xilose – deoxi-glicose (1 –O – β xilose 

ligada a posição 3 – O – deoxi – β -glicose). Os sinais de HMBC revelam o 

acoplamento a longa distância entre o carbono anomérico da xilose (106,0 ppm) 

com o hidrogênio ligado 3,34 ppm (carbono 87,4 ppm – vide tabela de spins 2 e 3) 

associado a posição 3” da deoxi-glicose. 

Nos demais sistemas de spin podemos observar as metilas associadas ao 

esqueleto triterpênico (aglicona). Especificamente observamos duas metilas 

quaternárias (sistemas 5 e 6) e duas metilas ligadas a carbonos metínicos (sistemas 

1 e 4). 

A elucidação estrutural da aglicona partiu do dubleto relativo a metila do 

sistema de spin 4. O experimento HMBC revela um acoplamento desta metila a J2 

com um carbono metínico a 27,2 ppm. A partir da análise dos experimentos de 

HSQC e TOCSY1D, este carbono (27,2 ppm) está ligado a multipleto largo a 1,58 
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ppm - 1H (figura 41-A espectro roxo). Ainda o HMBC da metila (1,12 ppm) revela 

acoplamento a J3 com dois outros carbonos metilênicos (34,4 e 66,1 ppm). Um dos 

hidrogênios ligado ao carbono em 66,1 ppm gera um duplo dubleto (3,4 e 11,7 Hz) a 

3,86 ppm relativo ao acoplamento típico de anéis piranos esteroidais do tipo 

equatorial-axial e geminal, respectivamente.  

O segundo hidrogênio a 3,23ppm gera um dubleto largo de J – 11,3 Hz o qual 

foi atribuído ao acoplamento do tipo geminal (11,3Hz) e equatorial-equatorial (≈ 

1Hz), Figura 43. 
Figura(43.((Ilustração(da(atribuição(dos(sinais(de(1H(e(13C(referente(ao(sistema(de(spin(4.(A(coloração(dos(
átomos(faz(referência(aos(dados(apresentados(na(tabela(11.((

 
 

 Para os dois hidrogênio relativos ao δ de 34,4 ppm observa-se o mesmo tipo 

de acoplamento visto anteriormente para os hidrogênios ligados ao carbono 

66,1ppm. No entanto, HMBC aponta que este carbono metilênico acopla com dois 

carbonos metínicos. Um deles já esperado pois está associado ao carbono ligado a 

metila previamente descrita (19,1 ppm) no entanto, para o outro carbono atribuímos 

a presença de uma hidroxila. O valor de deslocamento químico a 70,0 ppm 

juntamente com ausência de acoplamentos a longa distância com outros carbonos 

reforça a ideia de uma hidroxila figura 43. 
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Dois δ estão associados ao carbono 34,4 ppm, sendo 1,98 ppm (duplo tripleto  

de J – 14Hz) resultado de um equivalente acoplamento equatorial-equatorial entre 

seus vizinhos (3,48 e 1,58 ppm) e um acoplamento geminal de (14Hz). O segundo 

sinal a 1,43ppm apresenta um dupleto largo (11,7 Hz) referente ao acoplamento 

axial-equatorial e um acoplamento geminal (≈ 11Hz) Figura 43. 

A multiplicidade dos hidrogênios metilênicos não somente possibilitou a 

determinação da estrutura do anel pirano mas também forneceu subsídios para 

atribuição da estereoquímica do grupo metil (axial) e da hidroxila (axial) presentes no 

anel. Adicionalmente, o experimento de HMBC permitiu a observação do 

acoplamento a J3 dos hidrogênios metilênicos com o carbono quaternário em 111 

ppm. Este carbono é responsável pela ligação espiro entre o anel pirano e o restante 

do triterpeno, tabela 12 e figura 43. 

 A sequência da elucidação estrutural partiu da busca do carbono quaternário 

a 111 ppm em outros sistemas de spin. De fato, o sistema de spin 1, apresenta entre 

os sinais de HMBC hidrogênio que acoplam para o carbono a 111 ppm. 

 Assim, a elucidação estrutural do sistema de spin 1 partiu do dubleto da 

metila (1H – 1,03 ppm). Os sinais de HMBC mostram que esta metila está associada 

a dois carbonos metínicos δ 13C 40,8 – 1H 2,26 (quintopleto) e δ 13C 65,2 – 1H 1,61 

duplo dubleto. Baseado nos triterpenos do gênero Solanum e na multiplicidade do 

sinal de 1H, é possível afirmar que o carbono 40,8 está ligado diretamente a metila, 

tabela 12. Outro aspecto importante se dá pelo acoplamento a longa distância 

(HMBC) entre este sinal de hidrogênio (2,26 ppm) com os carbonos do sistema de 

spin 4 (70,0 e 111,0 ppm). Assim, o sistema de spin 1  está associado ao anel E do 

triterpenos, figura 44. 

 Assim como na etapa anterior, o HMBC permitiu a junção entre o sistema de 

spin 1 com o 5 através de uma correlação com o carbono quaternário em 42,1 ppm 

e com carbono metínico em 65,2 ppm. Adicionalmente o sistema de spin 6 fornece 

através do HSQC (CH) o deslocamento químico do carbono adjacente ao 

quaternário (13C 56,2 e 1H 1,08).  

 Através da histórico biossintético das saponinas esteroidais e das moléculas 

já relatadas para a espécies S. paniculatum juntamente com os dados de 13C do 

sistema de spin 5 sugerimos que a ligação glicosídica ocorra na posição C-6 do 
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núcleo triterpênico resultando no composto – paniculonin A, Este composto já havia 

sido reportado no extrato de folhas de S. paniculatum (REF.), figura 45.  
Figura(44.(Ilustração(da(atribuição(dos(sinais(de(1H(e(13C(referente(ao(conjunto(de(sistemas(de(spin(1,(4(e(6((
A(coloração(dos(átomos(faz(referência(aos(dados(apresentados(na(tabela(12.((A(coloração(azul(representa(o(
átomo(de(oxigênio.(

 
Figura( 45.( Ilustra( a( estrutura( elucidada( a( partir( da( estratégia( que( combina( STOCSY,( RANSY( DOSY( e(
experimento(mono(e(bidimensionais(utilizando(os(núcleos(de(1H(e(13C(–(paniculonin(A.(
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CONCLUSÕES 
 

O capítulo 3 introduziu conceitos de como a RMN pode auxiliar no 

desenvolvimento de perfis metabolômicos assim como em estudos de desreplicação 

fazendo uso do acoplamento da CLAE-SPE-RMN. 

Em geral, os processos da CLAE-SPE são de baixo custo em termos 

materiais de consumo visto que não utiliza solventes deuterados nas etapas de 

separação cromatográfica como ocorre nas configurações CLAE-RMN on-flow e 

stop-flow.  

Adicionalmente, a CLAE-SPE-RMN em modo seleção, mostrou que a RMN 

assim como EM podem acelerar o processo de desreplicação de compostos 

previamente reportados na literatura. Contudo, a RMN fornece informações mais 

ricas para a identificação de compostos, como foi o caso dos derivados de flavonas 

e flavanonas. Foi possível determinar as posições das hidroxilas e glicosídeos dos 

flavonoides assim como a saturação entre C-2 e C-3 para as flavanonas. Contudo, 

vale ressaltar que este processo só foi possível graças a capacidade de pico do 

sistema cromatográfico, na qual separou efetivamente os compostos majoritários de 

seus vizinhos (Hipótese A e B). 

Entretanto, o sistema CLAE-SPE-RMN possui muitas limitações. O uso de 

detector de arranjo de diodos prioriza uma faixa muito estreita de compostos. 

Adicionalmente, este tipo de configuração limita o uso modificadores nas fases 

móveis do sistema de CLAE-SPE. Isto ocorre devido ao número restrito de canais 

encontrados na probes na qual podem suprimir até dois sinais por experimento 

(tipicamente água e solvente – Fase móvel). Se caso fossem adicionados quaisquer 

modificadores, um sinal prepondarante seria observado no espectro de RMN. 

Atualmente existem modificadores deuterados, no entanto, o uso destes solventes 

estaria em contra-senso em uma das premissa da desreplicação - redução de custos 

no processo de identificação. 

A segunda estratégia vem de encontro com esta limitação. Em casos em que 

existe uma baixa resolução cromatográfica, métodos mais sofisticados são exigidos 

no processo de desreplicação ou identificação de compostos. 
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Assim, esta estratégia priorizou o uso de uma abordagem metabolômica não 

direcionada (non-target) visando uma rápida separação em pequenas frações que 

poderiam ser analisadas via experimentos de 1H (Hipótese C). 

A partir daí, fazendo uso de ferramentas quimiométricas de deconvolução 

como o RANSY e STOCSY foi possível extrair informações adicionais referente a 

um dado composto de interesse. Dentro de uma perspectiva elucidativa, os métodos 

tradicionais de determinação de compostos ocorrem pela análise exclusiva de um 

simples espectro. Nessa estratégia conseguimos extrair informações adicionais pela 

comparação de um conjunto de espectros referente a uma amostra.  

Em paralelo, utilizamos o experimento de DOSY para fins de confirmação dos 

resultados do RANSY e STOCSY mas também para revelar sinais sobrepostos que 

tiveram problemas de deconvolução. Ao final, fizemos uso de experimentos de 

TCOSY1D, HSQC e HMBC para elucidação específica de cada parte da estrutura do 

composto paniculin A. 
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CONCLUSÕES GERAIS E PERSPECTIVAS 
 

Ao longo da história, os PN tem provado ser uma fonte inesgotável de 

medicamentos, seja na forma de fitoterápicos seja na forma de compostos isolados. 

Durante décadas, enormes esforços foram dedicados ao desenvolvimento de 

métodos e instrumentos para a pesquisa em PN. 

No entanto, os últimos anos foram marcados pela substituíção dos programas 

de pesquisa e desenvolvimento em PN (farmacêuticas) por bibliotecas de compostos 

sintéticos em conjunto com a química combinatória. A justificativa era que a indústria 

farmacêutica havia se modernizado para sistemas automatizados e robotizados e, 

os métodos utilizados pela PN limitavam o processo de descoberta e 

consequentemente de produção. 

Contudo, a promessa da QC por protótipos a fármacos foi abaixo das 

espectativas e muitos questionamentos foram realizados sobre a base da ciência de 

descoberta de fármacos. Neste intervalo, avanços nas tecnologias de análise assim 

como no campo da estatística permitiram a detecção de um grande número de 

metabólitos em matrizes complexas como plantas e microorganismos. De fato, é 

dentro deste cenário de transformação que a metabolômica surge no fim da década 

1990. 

Já sob uma abordagem de sistemas, a metabolômica superou muitas 

dificuldades práticas envolvidas na química de produtos naturais como a velocidade 

de triagem e complexidade estrutural dos compostos. De fato, a metabolômica tem 

sido a ponte entre propriedades intrínsecas dos compostos e a redescoberta de 

fármacos pelos PN. 

Contudo, são os avanços da desreplicação que tem levado em grande parte o 

sucesso da abordagem metabolômca. Com o advento das bases de dados 

padronizadas, em conjunto com novas ferramentas quimiométricas e química 

computacional, a desreplicação saltou de uma condição manulmente comparativa, 

para análises automatizadas de alta performance visando não somente os 

compostos previamente relatados mas apontando novos compostos. 

Dentro desta perspectiva o presente estudo desenvolveu novos conceitos, 

métodos e aplicações em desreplicação em PN utilizando as ferramentas analíticas 
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do estado da arte em cromatografia, espectrometria e espectroscopia (CG, CLAE, 

EM e RMN). 

Métodos baseados no acoplamento CG-EM e CLAE-EM permitiram de forma 

rápida e sensível a desreplicação de 126 compostos distrubuídos em metabólitos 

primários e secundários. Tal performance só foi possível graças a aplicação de 

ferramentas quimiométricas de deconvolução e comparação de dados (AMDIS, 

DataAnalysis e Spectral Networks). Em geral, estas ferramentas tem extraído e 

agrupado informações ortogonais de amostras levando a resultados mais robustos e 

confiáveis. 

No caso da CLAE-SPE em associação com espectrômetros modernos de 

RMN (criosonda) foi possível acelerar o processo desreplicação com simples 

experimentos de 1H como por exemplo os quatro flavonóides desreplicados. 

Adicionalmente, a estratégia para elucidação estrutural em meio a misturas de 

compostos tomou novamente as ferramentas quimiométricas como RANSY e 

STOCSY assim como novos experimentos em RMN como o DOSY e o TOCSY1D 

como aporte do processo desreplicação da saponina esteroidal, paniculin A. 

De fato, o acoplamento da cromatografia às técnicas de detecção tem sido 

fundamental para o desenvolvimento de estudos que utilizam os PN. Este 

acoplamento tem substituído as metodologias clássicas de isolamento, por sistemas 

automizados e principalmente reprodutíveis. 

A CLAE-RMN, no entanto, é uma técnica recente quando comparada ao 

acoplamento com técnicas de espectrometria de massas. Assim, existe uma 

demanda por metodologias e principalmente instrumentos em RMN que sejam mais 

sensíveis a determinação estrutural de compostos presentes num dado perfil 

cromatográfico. As bases de dados de RMN é outro aspecto importante para 

desenvolvimento da área. Existe uma demanda por de bancos de compostos que 

contenham uma extensa diversidade estrutural de forma padronizada na qual o 

usuário possa comparar seus experimentos com informações já relatadas na 

literatura. 

Os PN sempre foram o centro das pesquisas para a descoberta de fármacos 

pois eles oferecem um arsenal de moléculas construído ao longo de milhões de 

anos de pressão evolutiva na qual os métodos atuais de síntese e química 

combinatória são incapazes de reproduzir. 
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 Certa vez o Prof. Otto Gotilieb disse: Cada planta possui centenas de 

substâncias e umas delas pode ser mais importante que uma galáxia. Neste 

contexto, a nossa função é encontrar os atalhos para essas raridades de forma 

racional e principalmente consciente de que a natureza é finita. 
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