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RESUMO

No presente trabalho foram detectados e analisados o0s metabdlitos
secundérios majoritarios das espécies Jatropha multifida L. e J. gossypifolia L.,
fazendo uso de ferramentas quimiométricas de vanguarda, visando a otimiza¢do do
processo de extracdo para, posteriormente, obter cromatogramas de fingerprint
através da técnica acoplada CLAE-UV/DAD. Para a espécie J. gossypifolia L. a
mistura 1 : 1 cloroférmio : isopropanol apresentou a melhor condicdo de extracédo
enquanto para J. multifida L. a composi¢céao 2/3 : 1/6 : 1/6 de etanol : acetona : 1,4-
dioxano foi a que obteve a melhor resposta. Os cromatogramas de fingerprint foram
realizados fazendo uso de uma coluna monolitica C-18 (5 pum), como fase
estaciondria, enquanto a fase movel para analise da espécie J. gossypifolia L. foi
composta por agua e uma mistura de solventes organicos, MeOH : ACN, na
proporcao (68 : 32), em gradiente exploratério de 5-100% de fase organica. Para a
espécie J. gossypifolia L., as condicdes otimizadas foram: temperatura de coluna de
30 °C, fluxo em 2,0 mL-min™ e o volume de injecdo de 30 pL. Para J. multifida L. a
fase movel foi composta por agua e uma mistura MeOH : ACN 1 : 1 em gradiente
exploratorio 5-100% de fase organica. A temperatura de coluna de 40 °C, o fluxo de
2,5 mL-min™* e o volume de injecéo foi de 30 pL. Foram realizados bioensaios in
vitro, tais como a reducdo do reagente DPPH (acdo antioxidante), inibicdo da
polimerizacdo da hematina bovina (acdo antimalarica), inibicdo enzimatica de
acetilcolinesterase (doenca de Alzheimer) e o0 ensaio da inibicdo do crescimento de
fungos fitopatdgenos. Nenhum dos extratos brutos avaliados, apresentou atividade
significativa quando comparados com os padrfes. Quanto a deteccdo dos
metabdlitos, a aplicacdo de métodos de desreplicacdo aos extratos permitiram a
identificacdo de algumas classes de substancias tipicas para o género Jatropha
como terpenos e flavonoides. A estratégia desenvolvida na desreplicacdo utilizou a
abordagem in silico através da comparacao e andlise dos dados espectrométricos e
espectroscopicos obtidos dos experimentos CLAE-EMAR(IES)-EM? e *H RMN, com
bases de dados, juntamente com técnicas do estado da arte em RMN. Uma série de
flavonoides pertencentes a classe das flavonas C-glicosiladas foram detectadas
assim como alguns diterpenos. Para a J. gossypifolia foram detectados oito
compostos sendo trés  diterpenos:  (4Z)-jatrogrossidentadiona/(4E)-15-epi-

jatrogrossidentadiona, 2-hidroxisojatrogrossidiona / 2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona e
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3R, 1l4a-hidroxipimara-7,9(11),15-triene-12-ona, trés flavonoides, vitexinal/isovitexina,
orientina/homoorientina e o flavonoide glicosideo I, assim como o (E)-Ferulato de
tetradecila. Para Jatropha multifida L. foram detectados 4 compostos; sendo trés
flavonoides: vitexina/isovitexina, orientina/homoorientina, schaftosideo, e o (E)-
ferulato de tetradecila. Durante o estudo, foi observada a presenca de um afideo
(Orthezia praelonga) nas folhas da espécie Jatropha multifida L. Este inseto foi
analisado quanto aos seus metabolitos através da técnica acoplada CLAE-EMAR
fornecendo informacgdes relevantes preliminares no que diz respeito as interacdes

inseto-planta.
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ABSTRACT

The main goal of this research was to detect and analyze major secondary
metabolites from Jatropha multifida L. and J. gossypifolia L. species, using state of
art techniques in chemometrics aiming the optimization of the extraction process prior
to the acquisition of the fingerprint chromatogram using HPLC-UV/DAD. The
optimized extraction condition for Jatropha gossypifolia was the binary mixture 1:1
chloroform:isopropanol, while to Jatropha multifida L. the mixture was ternary
consisting of 2/3:1/6:1/6 ethanol:acetone:1,4-dioxane. The fingerprint chromatograms
were runned using an exploratory gradient consisting of 5-100% of organic solvent,
using a C-18 (5 um) column, as stationary phase, and then the mobile phase was
optimized, through the use of chemometrics for each species. In the case of Jatropha
gossypifolia L. the phase consisted in a mixture of 68:32 MeOH:ACN, under a
column temperature of 30 °C, injection volume of 30 pL and a flow of 2.0 mL.min™.
For Jatropha multifida L. was 1:1 MeOH:ACN, under column temperature of 40 °C,
flow of 2,5 mL.min™ and an injection volume of 30 puL. Some in vitro bioassays were
performed, such as, reduction of the reagent DPPH (antioxidant action), inhibition of
polymerization of the haematin bovine (antimalarial), enzymatic inhibition of the
acetylcholinesterase (Alzheimer’s disease) and the assay of inhibition of the growth
of phytopatogenic fungi. None of the crude extracts showed significant activities
when compared to the used standards. The application of dereplication methods
allowed the identification of some classes of compounds, already reported for
Jatropha, such as terpenoids and flavonoids. The strategy developed to performed
the dereplication, used an in silico approach through the matching and analysis of the
spectrometric and spectroscopic data sets obtained using NMR and HPLC-
HRMS(ESI)-MS? with databases of high resolution mass and simulated *H spectra. A
series of C-glicosides flavones were detected, as well as, some diterpenes. Eight
metabolites were detected in J. gossypifolia: (42)-jatrogrossidentadione/(4E)-15-epi-
jatrogrossidentadione, 2-hidroxyisojatrogrossidione/2-epi-hidroxyisojatrogrossidione
and 3[3,4a-hidroxipimara-7,9(11),15-triene-12-one, three flavonoids, vitexin/isovitexin,
orientin/homorientin and flavonoid glicoside I, as well as, (E)-tetradecyl ferulate. The
compounds detected in Jatropha  multifida  were:  vitexin/isovitexin,
orientin/homorientin e schaftoside/isochaftoside and (E)-tetradecyl ferulate. During

the course of this research, we observed the presence of a small insect that fed from
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leaves of J. multifida L. called Orthezia praelonga. We attempted the dereplication of
the crude extract from this insect in order to provide relevant information of any

chemical-ecological relationship between the host plant and O. praelonga.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Quimica de produtos naturais no século XXI

O uso de plantas para a melhoria da qualidade de vida é t3o antigo quanto o surgimento
da civilizagdo humana. A ciéncia terapéutica moderna é exemplo da importancia dos
produtos naturais. A utilizagdo de plantas no tratamento de diversas enfermidades surgiu nos
primdrdios da humanidade, uso tal, justificado pela diversidade quimica gerada durante a
pressdo evolutiva ao longo de milhares de anos (WOLFENDER, 2009).

Dentre os inUmeros farmacos, provenientes de fontes naturais, podemos citar alguns,
como a morfina, 1, um hipnoanalgésico encontrado em Papaver somniferum, sendo o
primeiro produto natural isolado de planta e, recentemente, os farmacos, galantamina, 2,
alcaloide utilizado contra a doenca de Alzheimer encontrado na espécie Galanthus nivalis e,
o diterpeno paclitaxel, 3, de Taxus brevifolia, utilizado no tratamento de tumores sdlidos

(Taxol®) (BOLZANI, et al., 2009).

Morfina (1) Galantamina (2) Paclitaxel (3)

Um estudo realizado por Newman e Cragg, (2007), mostra que de todas as entidades
quimicas novas (EQN’s) encontradas desde 1/1981 até 06/2006, apenas 30% sdo de origem
exclusivamente sintética e, entre os farmacos para o tratamento de cancer, 47% deles sdo de

origem natural.

Contudo, nas duas ultimas décadas observou-se um declinio na descoberta de
farmacos provenientes de produtos naturais. Isto pode ser justificado por alguns fatores,
como a introducdo de ensaios acelerados (High-Throughput Screening) contra alvos
moleculares definidos, substituindo a analise em bibliotecas de produtos naturais por
aquelas exclusivamente sintéticas; a quebra de patentes, pressionando as industrias

responsaveis por alvos moleculares com pregos mais competitivos e, principalmente, a visao
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reducionista inserida na cultura ocidental, que estimula a pesquisa por mecanismos quimicos
e farmacoldgicos unimoleculares, em detrimento de questdes multifatoriais associadas as
misturas complexas como, por exemplo, o sinergismo dos compostos, entre outros.
(VERPOORTE et al., 2005; LI et al., 2009; KOEHN et al., 2005).

Entretanto, estudos recentes tém mostrado que a diversidade estrutural e quimica
dos produtos naturais remete a importancia dessas fontes como protétipos de farmacos,
como a presenga de um numero maior de centros quirais, complexidade estérica, nimero de
aceptores e doadores de ligagcdes de hidrogénio, rigidez molecular e, nimero de atomos de
oxigénio, quando comparados as bibliotecas de produtos sintéticos. Isso mostra que o
potencial dos produtos naturais é ainda pouco explorado, estimulando a geracao de novas
técnicas analiticas de vanguarda (KOEHN et al., 2005).

Dentro dessa perspectiva, a quimica de produtos naturais tem buscado alternativas
por moléculas bioativas e, fundamentalmente, quatro novas abordagens véem sendo
implementadas nessa nova visdao para a compreensao da complexidade em matrizes
naturais: a biologia sistémica (Systems Biology), que considera as patologias e os mecanismos
terapéuticos como processos multifatoriais; a metabolémica, que busca no perfil metabdlico
total (metabdlitos primarios e secundarios), informagdes quanto a correlagdo entre o doente
e o agente terapéutico; a quimiometria, que permite o planejamento e analise desses
experimentos multifatoriais e, finalmente, a desreplicagdo, que simplifica o processo
analitico de identificacdo estrutural de agentes bioativos, através da deteccdo in silico de
moléculas previamente conhecidas (ULRICH-MERZENICH et al., 2007; NICHOLSON et al.,
2008; LANG et al., 2008; Ll et al., 2009).
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1.2 Desreplicagao

A definicdo de desreplicacdo (do inglés, dereplication) foi introduzida na literatura
cientifico-académica no inicio dos anos 90, definindo-a como uma etapa crucial no processo
de triagem de extratos, afim de evitar o re-isolamento e determinacdo estrutural de

substancias ja isoladas (NG, et al., 2009).

As técnicas de desreplicagcdo, recentemente utilizadas, sao aquelas atreladas a
plataformas analiticas acopladas, sendo compostas por um método de separacdo, associado
a uma ferramenta espectroscépica (KONISH, et al., 2007). Dentre as técnicas de separacao
mais comuns, podemos destacar a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), enquanto
gue para as técnicas espectroscdpicas podemos destacar o arranjo de diodos (DAD), a

espectrometria de massas (EM) e, recentemente, a ressonancia magnética nuclear (RMN).

No entanto, a técnica cromatografica CLAE acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucdao (EMAR) fazendo uso de ionizagdo por eletrospray junto com analisadores tipo
time of flight (ISE-ToF) e experimentos tandem (EM") fornece, atualmente, a melhor relacdo
custo-beneficio, pois € uma técnica extremamente sensivel, podendo utilizar uma menor
guantidade de amostra, menor tempo de andlise, menor custo instrumental quando

comparado a outras técnicas acopladas como, CLAE-RMN (WOLFENDER, 2009).

Sendo assim, técnicas de desreplicagdo estdao atualmente muito bem estabelecidas no
ambito da pesquisa em produtos naturais, devido a sua versatilidade, rapidez, confiabilidade
e reprodutibilidade na analise de extratos brutos, de maneira a prover uma rapida
priorizacdo de extratos e substancias a serem isoladas, evitando-se o re-isolamento de

substancias ja conhecidas (LANG et al., 2008; WOLFENDER, 2009).
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1.3 Quimiometria

A quimiometria é uma drea multidisciplinar que fornece uma série de ferramentas de
planejamento, otimizacdo e andlise de experimentos, possibilitando a extracdo do maximo
de informacdes pertences a um conjunto de dados, baseando-se em métodos matematicos e
de estatistica multivariada e assim, formando uma interface de analise entre os dados
quimicos gerados durante experimentos, junto a plataformas matematicas de analise

(TAVALHINI, 2003; FERNANDES, 2006).

Na drea de produtos naturais a quimiometria permite o desenvolvimento de
metodologias analiticas para processos extrativos como a selecao de solventes e otimizagao
de condicGes cromatograficas de separacdao, como por exemplo, obtencdo de “impressdes
digitais” ou fingerprints, estudo de correla¢des intra e inter espécies, quimiossistematica,
controle de qualidade de processos, entre outros (ALMEIDA et al., 2007; BORGES et al., 2007;
YIZENG et al., 2008).

O conceito de fingerprint foi adotado pela World Health Organization (WHO) como
estratégia para identificar e avaliar qualitativamente, uma erva medicinal especialmente
entre aquelas que ndo possuem padrdes auténticos para a identificacdo dos compostos

ativos (BORGES et al., 2007).
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1.4 A importancia dos produtos naturais como agentes antioxidantes, cicatrizantes e

acetilcolinesterasicos

O estado redox, balango entre agentes oxidantes e antioxidantes, exerce um papel
fundamental na manutencdo das funcdes vitais e bioquimicas das células tais como,
transcricdo do fator NF-kB, associado a processos de ativacdo de determinados genes,
vasodilatador e modulador de respostas imunes e inflamatdrias da pele. Qualquer alteracao
deste balango acarreta em prejuizo as células e ao organismo. Deste modo, o excesso de
espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio (ERO e ERN) pode resultar em alteracdes nos
eventos metabdlicos, sinais de tradugdo e mudangas patoldgicas em células e

conseqlientemente em tecidos. (PORTUGAL et al., 2007).

Além disso, uma série de estudos tem mostrado que espécies oxidativas reativas
(EOR) possuem um importante papel nos processos de cicatrizacdo, em particular, grandes
quantidades (EOR) sdo produzidas em tecidos feridos ou inflamados pelo NADPH oxidase,
uma enzima complexa, que é expressa em altos niveis por células inflamatdrias. Sob ativacdo
do NADPH oxidase, as células produzem o anion radical superéxido (O,) altamente reativo,
gue rapidamente é convertido a perdoxido de hidrogénio (H,O,) e agua, processos
importantes contra agentes patoldgicos externos. Entretanto, a produgdo excessiva do
superoxido ou desintoxicacdo parcial leva a formacdo do peréxido de hidrogénio que por
meio da reacdo de Fenton, em que o ferro passa do estado de oxidacdo +2 para +3, leva a
formacdo de radicais hidroxil (OH’) e ao anion hidroxila (OH) que causam a peroxidacao de
acidos graxos, principalmente o dacido araquidOnico, a prostaglandinas. Alguns autores
referem que a concentracao de prostaglandinas, como o 8-isoprostano, em fluidos de feridas
crdnicas venosas foi maior quando comparado com feridas humanas agudas (SCHAFER et al.,

2008).

A doenca de Alzheimer (DA) é uma patologia decorrente da degenerac¢do neuroldgica
progressiva, que acarreta nos estagios iniciais da doenga o comprometimento da memoria e
a dificuldade no raciocinio, e em estados mais avancados, ocorre a perda das funcdes
psicomotoras e cognitivas, podendo levar a morte em até 10 anos (VIEGAS JUNIOR et

al.,2004). Dentre os fatores relacionados a patologia da DA, podemos destacar a reducdo dos
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niveis de acetilcolina (ACh) no processo sinaptico, diminuindo a neurotransmissado colinérgica

cortical (TABARRINI et al., 2004).

Os produtos naturais, por sua vez, vém recebendo uma atencao especial, tendo em
vista que alguns metabdlitos secundarios vegetais e de microorganismos vém sendo
identificados como inibidores de AChE (IAChEs) (PARIHAR e HEMMANI, 2004). Além da
galantamina, a (-)-huperzina A, uma substancia isolada da erva chinesa Huperzia serrata, e a
huperzina P, possuem propriedades IAChEs. O alcaloide isolado de Eucharis grandiflora
(Amaryllidaceae), sanguinina (9-O-desmetilgalantamina) mostrou-se 10 vezes mais potente

que a prépria galantamina em ensaios in vitro (LOPEZ et al., 2002).
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1.5 Euphorbiaceae e o Género Jatropha

Pertencente a ordem Geraniales, a familia Euphorbiaceae, hoje agrupa 307 géneros e
mais de 8.000 espécies. Os principais centros de dispersdo das euphorbidceas sdo a América
e a Africa. No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1.100 espécies, entre arvores, arbustos,
ervas e lianas, todas lactescente (JOLY et al., 1975; DI STASI et al., 2002). A familia
Euphorbiaceae é bem estudada quanto a sua constituicdo quimica, sendo os diterpenos

considerados seus principais quimiomarcadores, 4, 5 e 6.

%,

kY

/ HC end

jatrofona (4) rodojaponina (5) cis-desidrocrotonina (6)

O género Jatropha pertence a subfamilia Crotonoideae e congrega cerca de 175
espécies de distribuicdo pantropical (WEBSTER, 1994). No Brasil, espécies de Jatropha sao
comuns no Nordeste, onde sdo bem adaptadas ao clima seco (xerofilia). Todas as espécies de
Jatropha produzem latex e as caracteristicas anatomicas dos dutos laticiferos tém sido
utilizadas para estabelecer relagdes filogenéticas dentro da familia Euphorbiaceae (RUDALL,

1987; RUDALL, 1994).

Muitas espécies de Jatropha sao vastamente empregadas na medicina popular como
purgativa, febrifuga, contra gonorréia, diurética, cicatrizante e hipotensiva (ABREU et al.,

2003; AIYELAAGBE, 2000).
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1.5.1 Jatropha gossypifolia L.

A espécie J. gossypifolia L., Figura 1, possui seu centro de dispersdo localizada na
América do Sul, principalmente, na regido nordeste e sudoeste do Brasil (AUVIN-GUETTE et
al., 1997). Popularmente conhecida como pinhdo roxo, esta espécie tem sido amplamente
utilizada no tratamento de febres, carbuinculos, eczemas, Ulceras e doencgas venéreas,
enguanto que as sementes sdo purgativas e usadas contra dores musculares (ODUOLA et al.,

2005).

O extrato foliar de J. gossypifolia L. possui propriedades anticoagulantes embora o
estudo nao apresentou correlagdes entre o metabdlitos pertencentes a planta e sua
atividade (ODUOLA et al., 2005). De modo andlogo, estudos relatam que o extrato etandlico
dos drgdos aéreos de J. gossypifolia L. apresenta acao hipotensiva e vasorelaxante em ratos
conscientes, mas o estudo carece das relagdes quimicas responsaveis pelo efeito (ABREU, et

al., 2003).

(a) (b)

Figura . Jatropha gossypifolia L. (a) Aspecto do arbusto;(b) Detalhe da inflorescéncia.
A constituicdo fitoquimica da espécie Jatropha gossypifolia apresenta em sua maioria
os compostos das classes: lignanas, flavonoides, terpenos, alcaloides, coumarinas, forbois e

peptideos ciclicos, Tabela 1.
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Tabela . Constituintes quimicos da espécie Jatropha gossypifolia.

Classe e nome dos compostos Referéncia
Diterpeno
citlalitriona (7) DAS, et al., 1999
jatrophatriona MAWARDI, et al., 1990
jatrophenona RAVINDRANATH, et al., 2003
jatrophona (4) CALIXTO, et al., 1987
Sesquiterpenos e triterpenos
(20,13 0,14(3,205)-2,24,25-trihidroxilanosta-7-en-3-ona (8) TINTO, et al., 1992
(13¢,14$,205)-2,24,25-trihidroxilanosta-1,7-dien-3-ona TINTO, et al., 1992
Lignanas e Coumarinas
gadaina (9) BANERII et al., 1984
jatrophano BANERII et al., 1984
propacina DAS, et al., 2001
gossipifano DAS, et al., 1995
jatrodieno DAS, et al., 1996
arilnaftaleno DAS, et al., 1988
gossipidieno DAS, et al., 1999
cleomiscosina A DAS, et al., 2003
2,3-Bis(hidroximetil)-6,7-(metilenodioxi)-1-(3',4'-dimetoxifenil)naftaleno DAS, et al., 1988
Flavondides
vitexina (10) SANKARA, et al., 1971
isovitexina SANKARA, et al., 1971
apegenina SANKARA, et al., 1971
Alcaléides
alcaldide A (11) AHMAD, et al., 1992
alcaldide B AHMAD, et al., 1992
alcaldide C AHMAD, et al., 1992
Peptideos ciclicos
ciclogossina A (12) HORSTEN, et al., 1996
ciclogossina B AUVIN-GUETTE, et al., 1997
Miscelania
(E)-ferulato de tetradecila OKUYAMA, et al., 1996
acido ferulico (13) OKUYAMA, et al., 1996

As substancias detectadas para a espécie Jatropha gossypifolia numeradas na Tabela

1, sdo mostradas na Figura 2, exceto a estrutura 4, que pode ser vista na pagina 29.

Figura . Metabdlitos encontrados par a espécie Jatropha gossypifolia L.
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1.5.2. Jatropha multifida L.

Nativa da America Latina, a J. multifida L. é conhecida popularmente pelos nomes,
flor de coral, coral, coral dos jardins e flor de sangue, é usada como planta ornamental e
também como planta medicinal, Figura 3. O seu latex é utilizado na medicina popular como
cicatrizante tanto feridas quanto Ulceras, no tratamento da gonorréia, infeccbes de pele e
urinarias e purgativa (AIYELAAGBE, 2000; KOSASI, S.; VAN DER SLUIS, W. G.; LABADIE, R,,
1989).

Figura . Jatropha multifida L. (a) Aspecto do arbusto; (b) detalhe da inflorescéncia.
As raizes da Jatropha multifida L. foram avaliadas quanto a sua atividade
antibacteriana. Todos os extratos foram ativos contra o crescimento de Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus embora, nenhum apresentasse atividade superior aos padrdes

utilizados (AIYELAAGBE, 2000).

A maioria das espécies de Jatropha sao todxicas, principalmente os frutos, quando
ingeridos por animais, inclusive o homem. Ha relatos da hospitalizacdo de criangas por
toxicidade aguda apds a ingestdao de 10 frutos. O efeito téxico é devido a toxalbumina ricina,
uma das mais venenosa substancias conhecida pelo homem. E estimado que a dose letal de

ingestdo dos frutos é igual a 1mg/Kg de massa corpdrea (LEVIN et al., 2000).

A constituicdo fitoquimica da espécie Jatropha multifida L. apresenta em seu latex,
peptideos ciclicos, como a labaditina, alguns acilfluoroglucindis como o multifidol e um

ciano-glicosideo, multifidina, Tabela 2.
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Tabela . Constituintes quimicos da espécie Jatropha multifida L.

Classe e nome dos compostos Referéncia
Peptideos ciclicos
Labaditina (14) KOSASI, et al., 1989b
Miscelania
multifidina (15) VAN DER BERG, et al., 2000
multifidol (16) KOSASI, et al., 1989a
multifidol glicosideo KOSASI, et al., 1989a

As substancias detectadas para a espécie Jatropha multifida numeradas na Tabela 2,

sdo mostradas na Figura 2.

CHN
Ala; — Gly;— Val;— Trps — Thrs
| | L
le; — Thry — Glyg— Trp; Valg Gle-0
OH 0
HO OH
(16)

Figura . Metabdlitos encontrados par a espécie Jatropha multifida L .
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1.6 Espectrometria de massas (EM)

O principio da técnica data do final do século XIX, quando J. J. Thompson determinou
a razdo massa-carga do elétron e Wien, estudando sobre defleccdo magnética, constatou
gue os raios anddicos eram constituidos de cargas positivas. Entretanto, o espectrometro de
massas (EM) atual foi construido somente em 1918, por A. J. Dempster, e apenas nos ultimos
50 anos o equipamento tornou-se acessivel para as industrias e para pesquisa em geral

(PAVIA et al., 2009).

De forma simplificada, podemos compreender o instrumento de espectrometria de
massas, sendo composto por cinco partes, Figura 5. A primeira parte do espectrdmetro é a
entrada de amostra, na qual, sob condicdes normais de temperatura e pressdo (latm) a

amostra é injetada numa camara sob baixa pressao (PAVIA et al., 2009).

Figura . Os componentes do espectr dmetro de massas.

Uma vez que as moléculas sdo inseridas no espectrometro de massas, a amostra é
convertida em particulas carregadas, pelo segundo componente, a fonte de ions, antes de ser
analisada e detectada. Ao longo de varios anos uma variedade fontes de ionizacdo foram
construidas afim de detectar uma extensa gama de metabdlitos e nos ultimos anos, técnicas
no estado da arte em separacdo e deteccdo como, CLAE-EM estdo sendo amplamente

aplicadas (PAVIA et al., 2009).

Dentre os ionizadores de massas, os mais empregados sdo: a ionizacao por elétrons
(Eletron lonization, El), ionizacdo quimica (Chemical lonization, Cl), ionizacdo por
bombardeamento com acelerador de atomos (Fast Atom Bombardment, FAB), ionizacdo
quimica a pressdao atmosfética (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI),
fotoionizacdo a pressao atmosférica (Atmospheric Pressure Photo lonization, APPI), ionizacao

por dessorcOes a laser assistida por uma matriz (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization,
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MALDI) e a ionizagdo por spray carregado (Electrospray lonization, ESI) (CHEN et al., 2005;
TAKATS et al., 2005; COTTE-RODRIGUEZ et al., 2005).

Para este estudo, exclusivamente, foi utilizado a ionizador por eletrospray carregado
(IES), técnica composta por trés etapas. Primeiro, as moléculas da amostra sao nebulizadas
em gotas carregadas, em seguida, os ions sdo separados do solvente e por fim, sdo
transportados para dentro da regido do analisador. Na figura 6, detalhadamente, pode-se
entender que a solugdo contendo a amostra é nebulizada através de um fino capilar sob acao
de campo elétrico, por conta de um contra-eletrodo, causando a separacdo dos ions
positivos e negativos, formando uma dupla camada de ions no menisco do liquido. A atragao
eletrostatica dos ions em direcdo ao contra-eletrodo, causa uma distorcao da sua superficie

no formato de cone, chamado de cone de Taylor (HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Em seguida, a tensdo superficial do liquido tenta manter a superficie ndo deformada
mas, a partir de uma determinada voltagem, um fino filamento liquido é nebulizado para
fora do cone de Taylor, formando goticulas carregadas em direcdo ao contra-eletrodo. As
goticulas carregadas sdo submetidas a um fluxo contrario de gas secante, (normalmente
nitrogénio) que evapora o solvente das moléculas. Assim a densidade de carga de cada gota
aumenta até que as forcas de repulsdo excedem a tensdo superficial da gota (conhecida
como limite de Rayleigh), e sucessivamente, ocorrem fissGes couldmbicas, até que a amostra
fique livre do solvente e os ions na fase gasosa possam ser transferidos para o analisador

(HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Figura. Mecanismo daionizagéo por electrospray.



32INTRODUCAO

A seguir, o feixe de ions é transportado para o terceiro componente do EM, o
analisador ou filtro de massas. Esses ions sdo acelerados através de uma campo elétrico e

separados de acordo com a razdo massa-carga de cada molécula (m/z).

Uma extensa variedade de analisadores de massas foram desenvolvidos e, a escolha
em sua maioria, depende do tipo de aplicacGo desejada. Dentre os principais analisadores
podemos destacar o analisador do tipo quadrupolo (Q), ion trap, analisador por tempo de
véo (Time of Flight, ToF), setores do tipo elétrico e magnético, e equipamentos com
transformada de Fourier do tipo ressonancia ciclotrénica de ions (FT-ICR) e orbitrap (HU et

al., 2005; HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Neste estudo, o equipamento utilizado possui dois analisadores, o primeiro por
tempo de vbo, para andlise de alta resolugdo das massas carregadas, seguido por um
quadrupolo, para a realizacdo de experimentos EM". Neste tipo de experimento, o ion de
interesse é submetido a choques atébmicos com um gas inerte para gerar fragmentos
induzidos, afim de obter informa¢Ges quanto a estrutura quimica dos metabdlitos

(CHIARADIA, et al., 2008).

O analisador do tipo quadrupolo é composto por um conjunto de 4 hastes arranjadas
paralelamente em relagdo ao feixe de ions. As hastes podem ser cilindricas ou hiperbdlicas.
Uma tensdo de corrente continua (CC) e uma radiofreqliéncia (RF) é aplicada nas hastes,
gerando um campo eletrostatico oscilante na regido interna. Dependendo da razdo da
amplitude RF pela CC, ions adquirem uma oscilagdo neste campo eletrostatico e conforme
altera-se o RF e o CC, alguns ions ou por serem muito pequenos ou muitos grandes, nos
parametros analisados, podem se chocar com alguma das hastes e ndo atravessar o
analisador. No entanto, moléculas com razdes de m/z adequadas para aquele ajuste possuem
oscilagdo constante e assim, atravessam o quadrupolo em direcdo ao detector, Figura 7

(PAVIA et al., 2009).

J |

- _fﬁ | “\ W —— Detector
+ i |

- = )

Figura . Analisador do tipo quadrupolo.
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O analisador por tempo de v6o é baseado no principio de que a velocidade de dois ions
gerados, na mesma fonte de ionizacdo, possuem a mesma energia cinética, no qual, as
velocidades irdo variar dependendo da massa dos ions, Figura 8. Os ions de menor massa
irdo possuir maior velocidade e consequentemente menor tempo de viagem entre a entrada

do analisador e o choque no detector (CHIARADIA et al., 2008).

Figura . Analisador por tempo de véo (ToF) linear.
Quando um ion atravessa o analisador, ocorre o choque da particula carregada no
detector que simplesmente ird produzir uma corrente elétrica em funcdo do nimero de ions.
A magnitude do sinal elétrico é convertida no espectro de massas onde aparecem o0s picos

para cada ion selecionado na relagdo m/z (HOFFMANN e STROOBANT, 2007).
1.7 Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

De forma geral, quando uma radiacdo qualquer passa através de um material
transparente, parte dessa radiacdo pode ser absorvida e, como resultado, dtomos ou
moléculas, passam de um estado de baixa energia ou estado fundamental, para um estado
de alta energia, ou estado excitado. O processo de excitacdo ocorre de forma quantizada, no
qual, a radiagao eletromagnética absorvida possui energia exatamente igual a diferencga
entre o estado fundamental e o excitado (PAVIA et al., 2009)

No caso da espectroscopia de ultravioleta e visivel, as transigdes que ocorrem nesta
regido do espectro, sdo referentes aos diferentes niveis energéticos dos elétrons. Quando
uma molécula absorve energia, os elétrons sdao excitado do (HOMO) para o (LUMO)
(SILVERSTEIN et al., 1981)

Para muitas moléculas o orbital LUMO sdo os orbitais s, os quais, geralmente
correspondem as ligacdes ©. Os orbitais p, possuem niveis de energia maiores, assim como,
os orbitais que mantém os pares elétrons ndo compartilhados, conhecidos como orbital ndo
ligante n. O esquema 1 mostra progressao tipica dos estados de transicio dos niveis

eletronicos (PAVIA, et al., 2009; SILVERSTEIN, et al., 1981).

Esquema . (a) Niveisde energia eletrdnicas; (b) Principais transicoes.
Para todos os compostos, exceto os alcanos, os elétrons podem sofrer mais de uma

transicdo possivel de energia. As mais comuns sdo mostradas no Esquema 1b. Pode-se
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claramente entender que as transi¢oes de orbitais diferentes de HOMO para LUMO possuem

maior energia, Esquema 1b.

No entanto, nem todas as transicbes que a primeira vista parecem ser possiveis,
podem ocorrer. Algumas restricdes, chamadas regras de selecdo, devem ser consideradas.
Como por exemplo, a restricdo a transicGes em que ocorre a mudan¢a no numero do spin

quantico. Esta transicao é conhecida como transigdo proibida (SILVERSTEIN et al., 1981).

Quanto maior o numero de moléculas capazes de absorver a luz de um dado
comprimento de onda, maior é a extensdo da luz absorvida. A partir dessa idéias, podemos

aplicar a lei de Lambert-Beer para a expressdao empirica de um experimento em ultravioleta

A——log(I/1,)=scl

onde A é a absorbancia, é a intensidade de luz que atravessa a célula de amostra, é a
intensidade de luz incidente, é a absortividade molar, que refere-se a transicao eletronica da

molécula, , é a concentragdo molar do soluto e o é a largura do caminho 6ptico na célula.

Embora, a absor¢ao no ultravioleta ocorra pela transicdo dos elétrons do estado
fundamental para o estado excitado, o nucleo no qual os elétrons estdo ligados atua de
forma importante na absorcdo do comprimento de onda absorvido. O nucleo determina a
forca com que o elétron esta ligado e através deste parametro podemos entender os estados
de energia. O grupo de atomos que produzem uma tal absor¢cdo é chamado de grupo

croméforo (PAVIA et al., 2009).

Dependendo do tipo de atomo podemos obter diferentes transicdes e diferentes
valores de absorcdo. Como pode ser observado na Tabela 3, existem diferencas de absorcao
de acordo com a classe do metabdlito, no entanto, a maioria destes simples cromdforos

absorvem aproximadamente na mesma faixa de comprimento de onda (160-210nm).

Contudo, a substituicdo dos hidrogénios por outros grupos na estrutura bdsica dos
croméforos mudam a posicdo e intensidade da absorcdo da radiacdo ultravioleta. Os
substituintes que aumentam a absorcdo da radiacdo e possivelmente o comprimento de
onda sdao chamados de auxocromos. Além disso, existem quatros outros efeitos possiveis

pela introducdo de diferentes substituintes (SILVERSTEIN et al., 1981).
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O primeiro é o deslocamento batocromico que consiste na diminui¢ao da energia de
absorcdo pelo croméforo, ou seja, ele absorve maiores comprimentos de onda. O efeito
hipsocrémico, ocorre inversamente ao efeito batocréomico, hd o deslocamento da absorcao
para energias maiores, que corresponde a menores comprimentos de onda. Jd o efeito
hipercrémico estd relacionado ao aumento da intensidade da absorcao pelo cromodforo. E o
ultimo efeito é o hipocrémico, que diminui a intensidade da absorgado pelo croméforo (PAVIA

et al., 2009).
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Tabela . Cromdforos e as suas principais transi¢oes.

Classe Transi¢cdo Amix

Alcanos nm
Alcenos e Alcinos nm
Compostos Carbonilicos nm
Alcodis nm

Eteres nm

Aminas nm
Compostos Sulforados nm
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1.8 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

O principio da técnica espectroscépica da ressGnancia magnética nuclear (RMN)
consiste na absor¢do de energia, quando uma radiagdo passa por um conjunto de atomos ou
moléculas, elevando o estado fundamental destes atomos e moléculas para um estado
excitado. Quando os atomos voltam ao estado fundamental ocorre a liberagdo desta energia

que pode ser medida.

No entanto, na técnica de ressondncia magnética nuclear medimos alteracGes de
energia no nucleo atdmico ao invés dos elétrons como espectroscopia na regidao UV e,
diferentemente de outras técnicas espectroscépicas, a RMN é induzida através da aplicacao
de um campo eletromagnético externo. Este campo eletromagnético causa um
desdobramento do nivel de energia do nucleo no estado fundamental para o estado
excitado, permitindo assim, transicbes de niveis energéticos, através de absorcdes de
energia, chamadas de frequencias de ressonancia nuclear, Figura 9 (KING e KUCHEL, 1994;

NAKANISHI, 1990).

Figura. (A) Na auséncia de campo magnético exter no, os estados de spin do nucleo (1/2 e -1/2) sio degener ados. (B)
Na presenca de uma campo magnético externo, os estado de spin sdo separados dentro de dois niveis, os de baixa
energia ou estado fundamental (o) e de alta energia, ou estado excitado (B). No estado de equilibrio tér mico existe um
pegueno excesso de a&tomos no estado fundamental; estes spins pode ser levados para o estado excitado através da
absor ¢do de energia com uma freqliéncia, , no qual satisfaz arelacdo . O processo de relaxamento, T, opera
continuamente para restabelecer o equilibrio térmico.

De maneira simples, temos quatro caracteristicas principais atribuidas a um pico, ou

ressonancia, presentes num espectro de 'H RMN.
1.8.1 Deslocamento quimico

O deslocamento quimico é a frequencia de absor¢ao normalizada regida pela

equacdo de Larmor

onde é a frequencia angular do movimento de precessdo do nlcleo, é o campo magnético

externo e é chamado de relacdo magnetogirica, constante fundamental que é invariavel para
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cada nucleo. Assim, para um dado campo magnético, diferentes nucleos absorvem radiagdes

de radiofreqiiéncia distintas (KING e KUCHEL, 1994; NAKANISHI, 1990).

O deslocamento quimico, normalmente é expresso em partes por milhdo (ppm) e é

denotado como .
1.8.2 Area de um pico

A area de um pico é medida em unidades arbitrarias; freqlientemente chamada de
integral ou intensidade de ressonancia. O valor é convenientemente obtido pela integracdo
computacional sendo proporcional ao numero de nucleos que contribuem para a
ressonancia. No caso de espectros bidimensionais, os picos sdo relacionados a um volume e

ndo a uma area (KING e KUCHEL, 1994; NAKANISHI, 1990).
1.8.3 Multiplicidade

A multiplicidade é o resultado do acoplamento spin-spin de nucleos adjacentes (este
efeito é conhecido como acoplamento escalar . A separacdao (medida em Hertz) entre os
componentes de um pico é chamado de constante de acoplamento e é denominado por .
Este efeito geralmente ndo é observado mais do que a trés ligacdes. O pico de um spin %,
separado de n adjacentes spin % menor de trés ligacGes, ira fornecer um multipleto de n+1
picos. Assim quando o nucleo adjacente possui dois hidrogénios que interagem com um
hidrogénio de ligacdo adjacente ira fornecer um tripleto, (2+1) (KING e KUCHEL, 1994;
NAKANISHI, 1990).

1.8.4 Fase

Essa caracteristica é dada ao ajuste da equacdo de onda, pois um sinal, estando no
eixo vertical pode apresentar-se de duas formas: na fase negativa ou positiva, ou ainda
dispersivo, caso em que existam ambos os sentidos (padrdo e invertido) (KING e KUCHEL,

1994; NAKANISHI, 1990).
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1.9 Planejamento experimental
1.9.1 Planejamento Fatorial

A quimiometria, como descrita anteriormente, é uma area multidisciplinar que
abrange uma série de técnicas de planejamento e andlise de dados. Uma das principais areas
pertencentes a quimiometria é o planejamento de experimentos, no qual, esta inserido o
design fatorial. Neste tipo de design as respostas sao geradas a partir de varidveis de
processo, por exemplo, temperatura, pH, concentragdo dos reagentes, etc. Neste tipo de
variavel as alteragdes dos niveis no processo afetam o resultado experimental através dos
seus efeitos principais, ou mesmo pela interacdo com outras varidveis de processo.
Entretanto, os niveis podem ser alterados de forma independente uns dos outros durante o

planejamento (BARROSNETO et al., 2006; COX et al., 2000).

Dentre os modelos de design, um dos mais utilizados é design fatorial 2*> com ponto
central, composto oito niveis distintos da varidvel independente, ou seja, oito diferentes
experimentos, e trés ensaios sob o ponto central, com o propdsito de verificar o ajuste linear
do modelo, Tabela 4. Os planejamentos sdo explicados através de equagdes de regressao,
podendo-se utilizar de modelos lineares, quadraticos, cubicos, entre outros. A partir da
equacdo de regressdo sdao gerados os graficos de superficie de contorno ou resposta,
fornecendo informagdes sobre o modelo de regressdo. Dependendo do numero de
repeticGes podemos estimar os erros aleatérios envolvidos em cada experimento assim
como, calcular a falta de ajuste da equacgdo no comportamento experimental (ALMEIDA et

al.,2007).

Tabela . Design fatorial 2° paratrésfatores

-1 e +1 representam os niveis dos fatores.

Umas das formas mais comuns de avaliar quais dentre as varidveis sao significantes
para explicacdo do comportamento experimental é a andlise dos efeitos. Nela, por exemplo,
podemos estimar através de graficos, o efeito principal e as interacbes de cada variavel

pertencente ao conjunto experimental. Neste tipo de grafico o eixo vertical representa uma



40INTRODUCAO

parcela da resposta média para uma determinada configuragao do fator, enquanto o eixo
horizontal representa os niveis dos fatores examinados. Quando um fator muda de uma
configuragdo para outra,isso pode levar a uma mudanga significativa na resposta (JI et al.,

2005).
1.9.2 Planejamento de Misturas

Para o estudo de modelagem de misturas, no entanto, os termos ja ndo mais sdo
independentes, os fatores sdao chamados variaveis de mistura, pois referem-se a diferentes
propor¢cées dos componentes e ndo as quantidades totais da mistura, como ocorre nos
planejamentos em que temos varidveis de processo (BARROSNETO et al., 2006; BREITKREITZ
et al., 2009). Por isso, a restricdo de cada nivel deve ser expressa de acordo com a equacao

(1)
onde representa a proporcao do composto na mistura, e é o nimero de componentes. A
partir dessa equacdo, é possivel ajustar os modelos experimentais a fim de obter respostas

mais adequadas e mais precisas para os parametros estudados (BARROS NETO et al., 2006).

A otimizacdo de misturas inevitavelmente, ocorre de forma multivariada, quando
utilizamos trés ou mais solventes, pois a equacdo 1 impOe esta condicdo, ou seja, o
modelamento deve consistir de um ajuste matematico polinomial aplicado a uma superficie
de resposta (COX et al., 2000). Para uma mistura de trés fatores sdo apresentados as
equacoes rearranjadas para os modelos de mistura para o ajuste linear, quadratico e cubico

especial.

¥=bx by +byxg (2)
¥ = byxy + by + byxa + 2%y + 8133 %3+ g%y 3)
¥ = byx) + by + byxg +Byam % + byawy w3+ Byg%a Xy + By X% )

A equacdo 2 mostra os termos lineares de andlise de mistura, enquanto a equacdo 3
e 4 referem-se aos termos quadrdticos e cubico especial, respectivamente. Os termos ,
representam os valores lineares dos componentes puros, enquanto o valores de ,
representam os termos de interacdes quadraticas entre as variaveis. O termo , descreve a

influéncia ndo linear das trés componentes presentes na mistura. Para sistemas em mistura
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de trés solventes quaisquer A, B e C o modelo simplex-centrdide é o mais empregado, Figura
10a.

Segundo esse planejamento 10 experimentos sdo realizados, sendo 7 misturas entre
os solventes e 3 experimentos sob componentes puros. Dentre os experimentos em mistura
temos 3 experimentos de composi¢cdao bindria (1:1 de A:B, 1:1 de A:C e 1:1 de B:C,
correspondente aos pontos médios das arestas) e 4 experimentos de composicdo terndria
(1/3:13:13 de A:B:C, correspondente ao ponto central do tridngulo, e trés outros
experimentos entre o ponto central e vértice do triangulo de composicdo 2/3:1/6:1/6 de A:B:C,
1/6:2/3:1/6 de A:B:C e 1/6:1/6:2/3 de A:B:C), como mostrado na Figura 10a (BARROS NETO et al.,
20009).

(a) (b)

Figura. Modelo de plangjamento experimental: (a) Design em mistura Simplex-centr6ide; (b) Design fatorial em
estrela.

Quando queremos analisar o comportamento experimental através de superficies de
resposta sdo necessarios um maior de niveis para cada variavel. Se utilizamos 5 niveis para
duas variaveis num planejamento fatorial, temos 52 experimentos (25 ensaios) ou seja, um
numero relativamente alto, sem contarmos, que serdo necessarios duplicatas para a analise
dos erros e ajustes experimentais, isto é, aproximadamente, 50 experimentos (BARROS NETO

et al., 2009).

Contudo, outros tipos de planejamento foram construidos para diminuir o nimero de
experimentos sem perder significancia na resposta. Um deles é o planejamento em estrela.
Este planejamento é constituido de 11 experimentos sendo trés deles realizados no ponto
central e oito nos vértices da estrela, Figura 10b. A vantagem deste design em relacdo ao
fatorial, se considerassemos 5 niveis para cada varidvel, é que o planejamento em estrela

utiliza de 11 experimentos enquanto, o fatorial 25 ensaios (BARROS NETO et al., 2009).



42INTRODUCAO

1.10 Analise de variancia (ANOVA)

Todo modelo aplicado a um conjunto de experimentos é composto por uma equacao de
regressao, referente as respostas em fungao da variagao nos niveis de cada fator, um residuo,
correspondente ao erro intrinseco aleatdrio de todo experimento, e a falta de ajuste da

equacdo de regressao, denominada de falta de ajuste (COX et al., 2000).

Portanto, o exame dos residuos é fundamental para que possamos avaliar a qualidade de
qualquer modelo. Primeiramente, os residuos devem ser pequenos, pois, se num
determinado modelo temos o valor alto dos residuos, significa que provavelmente é um
modelo ruim. Entretanto, podemos ter alguma varidvel ou fatores de manipulagdo ndo sendo

considerados gerando assim erros aleatdrios na analise (BARROS NETO et al., 2009).

Um dos métodos mais utilizados para se avaliar numericamente a qualidade do ajuste de
um modelo é a Andlise da Variancia (ANOVA) (BARROS NETO et al.,, 2009). Neste tipo de
analise inicialmente decompomos os desvios das respostas observadas, , em relagcdo a

resposta média global, , em duas partes como descreve a equacgao (5)

(5)

A primeira parcela, , representa o desvio da previsdo feita pelo modelo para o ponto em
questdo, , em relagao a média global, . A segunda parcela é a diferenga entre o valor
observado e o valor previsto. Num modelo bem ajustado, essa segunda diferenca deve ser
pequena. Isso equivale a dizer, em termos da Equacdo 5, que o desvio deve ser

aproximadamente igual ao desvio (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

O proximo passo é expressar esta comparagdo de desvios em termos quantitativos. Para
isso, elevamos ao quadrado a Equagdo 5, pois temos valores positivos e negativos, e em

seguida fazemos o somatério sobre todos os pontos:

- 36,- 7P +236,- N -3+ SO -5

A partir de alguns arranjos matematicos chega-se ao somatério dos produtos é igual a

zero, e portanto
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(6)

As somas dos quadrados dos desvios costumam ser chamadas de somas quadraticas, ou,

abreviadamente, SQ. Assim, podemos entender a Equag¢do 6 como
[SQ em torno da média] = [SQ devida a regressao] + [SQ residual].

A partir dessa afirmagao, fica evidente, quanto maior for a fragao descrita pela regressao,

melhor serd o ajuste do modelo, o que podemos quantificar por meio da razdo

gt 50 _ 2G-%)
S0r E(J’i'?i}z (7)

O R? é chamado de coeficiente de determinacio do modelo. O valor maximo de R é 1, e

sé ocorrera no improvavel caso de ndo haver residuo nenhum, e portanto, toda a variacao

em torno da média for explicada pela regressao (BARROS NETO et al., 2009)

A cada soma quadratica estd correlacionada ao numero de graus de liberdade, que indica
quantos valores independentes envolvendo as n observagdes de , sao necessarias para
determina-la. Para a soma quadratica dos n desvios em relacdo a média, o nimero de graus
de liberdade é ao invés de n, porque a soma dos desvios € nula, neste caso a relagao

consome um grau de liberdade (COX et al., 2000; BARROS NETO et al., 2009).

No caso geral de um modelo com pardmetros, o nimero de graus de liberdade da soma
guadratica residual é dado pela diferenca entre o nimero de experimentos e o numero de
pardmetros estimados, isto é, sendo que a letra grega ¥ representa o nimero de graus de
liberdade. Para que permanecamos tendo , o numero de graus de liberdade da soma
quadratica devida a regressao tem de ser igual ao numero de parametros menos um

(BARROS NETO et al., 2009). Portanto

(8)

Os resultados foram reunidos na Tabela 5, que é chamada tabela de andlise de varidncia

(ou simplesmente ANOVA, um acronimo de Analysis of variance). Dividindo as somas
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quadraticas pelos seus respectivos graus de liberdade, obtemos as chamadas médias

guadraticas (MQ’s), que sdo mostradas na ultima coluna da Tabela 5.

Admitindo-se que os erros num dado conjunto experimental seguem uma distribuicao
normal, podemos usar as médias quadraticas para testar se a equacdo de regressdo é
estatisticamente significativa (COX et al., 2000). Se analisarmos a razdo entre médias

quadraticas MQg e MQ, segue uma distribuicdo F:

(9)

Se averiguarmos que entao, é satisfatdrio para acreditar na existéncia de uma relagao

entre as varidveis e, e quanto maior o valor da razio melhor (TEOFILO e FERREIRA, 2006).
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Tabela . Tabela de andlise de variancias para o ajuste pelo método dos minimos quadrados, de um dado modelo linear
de parametros. n; = numero de repeti¢des no nivel i; m = nimero de niveis distintos da variavel independente; n =
somatoria de n; = nimero total de observagdes; p = nimero de par ametros do modelo.

Fonte de Variagdo Soma Quadratice No. de g.l. Média Quadrdtica

Regressdo (R)

Residuos (r)

Falte de Ajuste (faj)

Erro Puro (ep)

Total (T)

% de variacdo
explicada:

% maxima de variagdo explicavel:

Para estimar quantitativamente se o modelo é estaticamente satisfatério, pelo residuo, é
preciso dividi-lo em duas partes: uma correspondente aos erros aleatérios, e a outra devida

as faltas de ajuste do modelo (TEOFILO e FERREIRA, 2006).

No caso, os ensaios deverdo ser realizados em repeticdes, pois teremos valores diferentes
de para um Unico . Independente do modelo escolhido, ele ndo podera passar ao mesmo
tempo por esses dois valores, logo, havera residuos, que poderemos atribuir, pelo menos em
parte, os erros aleatodrios. Entdo, para cada valor de , tenham sido apontadas respostas,
obtidas em replicatas auténticas. Para identificar as repeti¢ées, foi usado um segundo indice,
, de modo que uma resposta passara a ser representada genericamente por , significando
que a j-ésima resposta obtida para o i-ésimo ensaio. O numero total de repostas em todo o
experimento serd igual a soma de todas as repeticdes: . Em cada nivel i o modelo deixara

residuos, um para cada resposta repetida (BARROS NETO et al., 2009).

Cada residuo pode ser decomposto algebricamente na diferenga de dois termos:
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(10)

onde, é a média das respostas observadas no nivel i. Elevando ao quadrado a Equacao 10, e
sabendo que a somatdria do termo cruzado e nulo como ja relatado para decomposicao da

soma quadratica total (BARROS NETO et al., 2009). Podemos escrever:

m R, m n, m n,

330y =330y R+ 3TG -7
i} i i i i (11)
O primeiro termo do lado direito gera uma medida do erro aleatdrio, chamado de soma
guadratica devida ao erro puro . O segundo termo, ao contrario, depende do modelo, e sera
maior quanto mais as estimativas para um dado nivel, se desviarem da resposta média
correspondente ao . Esse termo fornece uma medida da falta de ajuste do modelo as
respostas observadas, sendo chamado de soma quadratica devida a falta de ajuste, (BARROS

NETO, et al., 2009). Podemos representar a Equacao 11 como:
[SQ residual] = [SQ devida ao erro puro] + [SQ a falta de ajuste]

Os valores da média quadratica para termo da equacdo acima pode ser visto na
Tabela 2, com os respectivos graus de liberdade. A média quadratica devida ao erro puro nao
dependente do modelo, é uma estimativa da variancia experimental, . A partir destes dados
podemos ainda usar um teste da razdo para avaliar se o nosso modelo esta ajustado as
observacoes. Valores altos de significardo alta falta de ajuste, e quanto menor o valor de

melhor é o ajuste (BARROS NETO et al., 2009; TEOFILO e FERREIRA, 2006).



2. OBJETIVOS

O trabalho realizado esteve atrelado ao projeto tematico “Conservagdo e uso

sustentdvel da diversidade vegetal do Cerrado e Mata Atlantica: diversidade quimica e busca

de drogas potenciais”, projeto financiado pela FAPESP (processo nimero 2003/02176-7) sob

coordenagdo da Prof2. Dr2. Vanderlan da Silva Bolzani, no grupo de pesquisas Nucleo de

Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) e teve como objetivos:

Desenvolver novas estratégias de extracdo através de ferramentas quimiométricas de

planejamentos e analise.

Aplicar técnicas de vanguarda na busca e triagem de novos produtos, a partir de

técnicas acopladas CLAE-EMAR e de desreplicacao.

Avaliar bioatividade dos extratos de Jatropha gossypifolia e J. multifida através de um
abordagem racional do planejamento experimental, sele¢do, purificacao e elucidagao

estrutural das micromoléculas promissoras.

Uso da abordagem in silico na andlise das partes aéreas de J. gossypifolia e J.

multifida, visando a deteccdo das moléculas majoritarias bioativas.

Elaborar novas metodologias de desreplicacdo a partir da técnica espectroscopica de

ressonancia magnética nuclear (RMN).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material Vegetal

Exsicatas preparadas de ambas as espécies e depositadas no Herbarium Rio Clarense
(HRCB) do Instituto de Biociéncias da UNESP/ Campus Rio Claro, foram selecionadas e
levadas ao laboratério. O material referente a espécie Jatropha multifida L. recebeu o
nimero de tombo HRCB 43.225 e J. gossypifolia L., HRCB 43.224. Os espécimes foram
identificados por Douglas Gatte Picchi com base em chaves de identificacdo botanica,

pesquisa bibliografica e comparacao com o acervo do HRCB.
3.2 Produtos quimicos e materiais

Os solventes ACN, MeOH e EtOH foram todos grau CLAE da marca Tediall. Todos ele
foram utilizados para preparar as fases mdveis e a preparacdo das amostras. A agua foi
purificada por um sistema de osmose reversa da marca Gehaka modelo OS 10L/H acoplada a
Milli-Q da casa Millipore. Todos os solventes utilizados para a preparacdo dos extratos foram
de grau analitico: hexano, éter etilico, n-butanol, acetato de etila, 1,4 dioxano,acetona, acido
formico, acido acético (SynthR), diclorometano e cloroférmio (Quemisl), Isopropranol,

(Mallinckrodtn) e trietilamina (Sigmaf).
3.3 Preparagao dos Extratos

O material vegetal in fresco foi triturado com o auxilio de grau e pistilo em meio de
nitrogénio liquido, com o propdsito de inibir a agao de enzimas e a formagao de artefatos

(ZSOLNAY et al., 2003).

Na primeira etapa no desenvolvimento do processo de extracdo utilizou-se um
conjunto de quinze condi¢cdes de extracdo, todas realizadas em triplicata. Cada extrato foi
preparado pesando-se 1,0 @ 0,1 g de material vegetal triturado em nitrogénio liquido 10,0

0,1 mL de solvente. Estes permaneceram durante 5 dias em repouso e sob abrigo da luz.

Em seguida, os extratos foram filtrados em membrana de papel, para separar a
solucdo dos pequenos pedacos de folha, e a solucdo foi colocada em frascos previamente
rotulados e pesados. Estas solugdes foram secas em atmosfera de baixa pressdao sob a

temperatura 40°C utilizando concentrador do tipo speedvac.
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Na segunda etapa, foram preparados meios de extracdo utilizando misturas de trés
solventes, de acordo com o planejamento desenhado no modelo simplex-centrdide, pagina
45. Nesta etapa, cada extrato foi preparado pesando-se 1,5 @ 0,1 g de material vegetal para
cada 10,0 @ 0,1 mL de solvente. As dez condi¢Oes de extracao utilizadas foram preparadas em

triplicata.

Para a realizagdo das corridas cromatograficas 5,0 @ 0,1 mg-mL-1 de cada extrato bruto foi dissolvido numa
solucdo de MeOH : H,0 (95 : 05) e foram deixados durante trinta minutos sob banho ultra-
sonico. Desta solucdo, 1,5 B 0,1 mL foram filtrados em membrana PVDF de 0,22 um e

inseridos em vials para a realizagdo do experimento.
3.4 Instrumentacgao

Os experimentos de otimizacdo de extracdo e de separacdo cromatografica foram
realizados num cromatdgrafo Shimadzu (Kyoto, Japdo), com detector UV-DAD Shimadzu
SPD-M20 A, auto injetor Shimadzu modelo SIL-20A, Desgasificafidor Shimadzu modelo DGU-
20A3, sistema de controle Shimadzu modelo CBM-20A, forno de coluna da marca Shimadzu
modelo CTO-20A, e software LC-Solution, Shimadzu. A coluna utilizada foi uma Onyx®
monolitica de 2-5 um C-18, (100 X 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA) e uma pré-coluna:

Onyx® C-18, (5 X 4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA).

Os experimentos hifenados utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um espectrometro de massas de alta resolucdo foram realizados em modo

positivo. Os solventes utilizados foram todos grau HPLC e 4gua deionizada (Milli-Q).

As condic¢des instrumentais utilizadas no espectrometro, de maneira geral, foram:
sonda electrospray de 3kV e cone de 25V; Gds N, utilizado para nebulizacdo em fluxo de 345

L-h™ e 27 L'h™, respectivamente.

As amostras passaram por processo de “clean-up” e dissolvidas em metanol/agua
(7:3) numa concentracdo de 5,0 @ 0,1 mg-mL'l. Foram injetados 20,0 uL das amostras sob
fluxo constante de 3,0 mL-min® em CLAE em modo gradiente de 5-100% H,0:MeOH
acidificado a 0,1% deCH3COOH em 30 minutos. Apenas um splitter de 5,08L min™ da solucdo
da CLAE foi injetada no espectrdmetro de massas. A temperatura do sistema do

espectrometro de massas permaneceu em 80 °C. A célula de colisdo foi preenchida com
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argonio em pressdo de 7 psi e a energia de colisdo foi fixada entre 5 e 30eV no caso dos

experimentos tandem (EMAR-IES-EM?).

Para a caracterizagao dos compostos detectados por CLAE-EMAR, foram selecionados
os fragmentos originados de bandas cromatograficas de maior resolu¢do. Em seguida, uma
avaliacdo comparativa de cada espectro de massas obtido foi realizada utilizando a base de

dados do Dictionary of Natural Products (DNP) (www.dnp.chemnetbase.com).

O banco de dados do dicionario de produtos naturais (DNP) da Chapman & Hall / CRC
Chemical possui informacdes sobre as substdncias quimicas, incluindo, dados numéricos,
como massa de alta resolucdo, indice de refracdo, ultravioleta, propriedades fisico-quimicas,
como ponto de fusdo e ebulicdo, caracteristicas biolégicas dos compostos assim como os
nomes sistematicos e comuns dos compostos, referéncias literarias e diagramas de estrutura,
também estdo relatadas nesta base. O Diciondrio Online de Produtos Naturais é um
subconjunto do banco de dados que inclui todos os compostos contidos no Dicionario de

Produtos Naturais (www.dnp.chemnetbase.com).

Os experimentos de RMN 'H foram realizados em espectrémetro Varian modelo
INOVA 500, de 11.7 T, fazendo uso de uma probe inversa de 5 mm. Os deslocamentos

guimicos foram descritos em ppm. Tetrametilsilano (TMS) foi usado como padrdo interno.

Apds a detecgdo das moléculas por CLAE-EMAR fez-se a simulagao das estruturas
desses metabolitos através do software de predicdo fornecendo os espectros de ‘*H RMN .
Em seguida, os espectros virtuais foram corrigidos através de dados da literatura e

comparados ao espectro de *H RMN dos extratos em estudo.

A andlise in silico (simulacdo e comparagdo) utilizou os algoritmos contidos no
software comercial MestReNova ver. 6.0.2-5475 (Mestrelab research S.L, Santiago da
Compostela, ESP). A margem de erro para os deslocamentos quimicos gerados pelo

algoritmo de predicdo é inferior a 5%.

3.5 Avaliagao de atividade bioldgica
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3.5.1 Ensaio de atividade Anticolinesterdsica - ensaio qualitativo por autografia

(Cromatografia de Camada Delgada CCD).

Este teste baseia-se na clivagem do 1-acetato de naftila pela enzima
acetilcolinesterase, para formar o 1-naftol, o qual reage com o sal FastBlue B, gerando um
composto diazoénio de coloragdo purpura, em um mecanismo de reac¢do semelhante a

clivagem fisiolégica da acetilcolina nas fendas sinapticas, esquema 2 (MARSTON et al., 2002).

Os extratos de Jatropha multifida e J. gossypifolia foram dissolvidos em metanol sob
concentracdo de 20,0 B 0,1 mg-mL™". Foram aplicados 10,0 BL (2002g) de cada extrato em
CCD de silica gel 60 F254 (0,2 mm, Merck). Como controle positivo foi utilizado fisostigmina
(0,028g-BL?). Os ensaios foram realizados pelo laboratério de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas do Instituto de Botanica pela técnica responsavel Maura Causari, sob a orientacao da

Dra. Maria Claudia Marx Young.

Esquema . Mecanismo de reagéo do ensaio de inibicdo da AChE.
Cada extrato foi eluido em placas cromatograficas sob duas condicdes de fase mavel.
Sendo uma mais polar, CHCI3:CH3OH (7:3) e a ultima mais apolar C¢H14:CH3COOCH,CHs (8:2).
Apds o desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada com a solucdo da enzima
acetilcolinesterase (6,66 U) acrescida de albumina bovina, fracdo V (0,1%). A placa
cromatografica foi incubada em uma camara Umida fechada a 37 °C por 20 minutos, e em
seguida borrifada com uma mistura das solucdes: 1-naftilacetato a 0,25% em EtOH e sal

FastBlue B a 0,25% em agua (MARSTON et al., 2002).

A coloragdo roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de mancha branca (indicagdo de inibi¢do da reagdo

enzimatica), sobre um fundo de coloragdo roxa indica que houve inibigdo da atividade da enzima acetilcolinesterase. Os resultados foram
observados e fotografados em camera fotografica Epson e os valores de Rf calculados onde houve inibigao da reagao.

Os cromatogramas obtidos foram observados em 254 nm e 366 nm e no visivel.
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3.5.2 Ensaio in vitro de redugéo do DPPH

Este ensaio baseia-se na transferéncia de elétrons do composto antioxidante para o
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila). O DPPH radical apresenta coloracgdo lilds, porém, quando
este se reduz, muda sua cor para amarelo. Deste modo é possivel determinar a capacidade

antioxidante de uma amostra através de um detector na regido do visivel, Figura 11.

Cerca de 200uL de uma solucdo 101,4 uM de DPPH foram adicionados as amostras
diluidas em MeOH (grau CLAE), nas concentra¢des de 0,2, 0,1, 0,03, 0,02, 0,01, 0,008 e
0,005mg-mL™ e distribuidas em pogos de placas Multi-Well 96. As amostras foram
preparadas em triplicata, tendo como controle positivo uma solugdo de rutina (Sigma-
Aldrich@) nas concentracdes de 100,0; 80,0; 60,0, 40,0; 20,0; 10,0 e 5,0 uM. Para o controle

negativo do ensaio foi utilizado um volume de 200 pL de DPPH e 100 pL de MeOH.

Figura 11. llustracéo do seqliestro do radical DPPH e a mudanca em sua absortividade a 517 nm.
Decorridos 30 minutos sob abrigo da luz, mediram-se as absorbancias (A) dos pocos a
517nm, em espectrofotometro leitor de placas acoplado a computador. Os célculos do

percentual de radical livre foram efetuados a partir da seguinte equagao:

(12)

Onde A=absorbancia.

3.5.3 Ensaio in vitro da inibi¢éo de polimerizagdo de 8-hematina bovina

Este ensaio mimetiza uma condicdo patoldgica envolvendo o ciclo sanguineo da
infeccdo, na qual o protozodrio Plasmodium produz polimeros de heme (denominado
pigmento maldrico) durante a digestdao da hemoglobina, devido a sua toxicidade, ou seja,
qguando ocorre a polimerizacdao dos agrupamentos heme, estes precipitam e ndao mais sao

téxicos ao parasita. Ao concluir seu ciclo de desenvolvimento no interior das hemaicias, o
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Plamosdium rompe-as liberando o pigmento responsavel pelos fatores clinicos caracteristicos
da infeccdo. Para tanto, este ensaio tem como objetivo avaliar a capacidade de inibicdo da
polimerizagdo do grupo heme e assim estando em solugdo causar a toxicidade e

conseqlientemente a morte do Plasmodium.

Os ensaios da inibicao da polimerizagao de heme foram realizados e aperfeicoados no
NuBBE baseando-se na metodologia de IGNATUSHCHENKO,(1997). Nas andlises foram
utilizados os extratos brutos de J. multifida e J. gossypifolia. Iniciou-se o ensaio com o
preparo do reagente hematina, pesando-se 14,6 mg em 3,5 mL de NaOH (0,2N) para preparo
de solucdo de 6,4 mM. Em seguida, 22,0 mg de cada um dos extratos secos foram
dissolvidos em 1,0 mL de DMSO. De cada um deles foi retirado uma aliquota de 50 BL
(1,1mg) e colocado em eppendorf devidamente identificado. Posteriormente, foram
adicionados aos extratos 100 BL da solu¢do de hematina previamente preparada, 200 BEL de
tampao acetato de sddio (0,5M) e 50 BIL de acido acético glacial (17,4M) totalizando 400 (L

por eppendorf (0,137mg/mL do extrato na solucdo).

O padrao utilizado foi a Cloroquinina na concentragao de 10 mM. As solugdes acima
foram todas preparadas em triplicata. Elas foram agitadas para homogeneiza¢do , deixadas
em estufa a 37°C por 24 horas e sob pH de 3,8. Apds 24 horas o sobrenadante foi descartado
e o precipitado foi lavado com 400EL de dimetilsulféxido (DMSQO) e deixado em centrifuga
durante 10 minutos. Em seguida, o precipitado foi lavado com 400 BEL de metanol e
novamente deixado em centrifuga por 10 minutos. Para a leitura do ensaio, o precipitado foi
dissolvido em 1000 BL de NaOH (0,2N) e aplicado em microplaca de 96 pocos sob o

comprimento de onda de 405 nm.

3.5.4 Ensaio in vitro da atividade antifungica de fitopatégenos

Este ensaio tém como objetivo investigar potenciais substancias com capacidade
antifungica frente aos fungos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
sphaerospermum. Amostras correspondentes a concentragdo de 40 ug-AL™ foram aplicadas
em placas de silica-gel, eluidas em duas condi¢cdes CHCl;:MeOH (7:3) e CgH1,:CH3COOCH,CH;

(8:2) e nebulizadas a partir de uma suspensdo de esporos dos fungos Cladosporium
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cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum e incubadas sob camara umida a 25 °C, em

auséncia de luz, por 48 horas.

O teste foi realizado no laboratério de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do Instituto
de Botanica pela técnica responsavel Vanessa Fuentes, sob a orientacdo da Dra. Maria

Cladudia Marx Young.
3.6 Orthezia praelonga Douglas.

Os afideos presentes nas partes abaxiais das folhas da espécie Jatropha multifida
foram coletadas no periodo entre janeiro e mar¢o de 2010 sob dia ensolarado e entre 15:30
e 16:30. Esses insetos foram analisados através de comparacdo bibliografica e analise

microscdpica, os quais forneceram subsidios para a confirmacdo de tal espécie.
3.6.1 Preparacdo dos extratos de Orthezia praelonga

Com o auxilio de um pistilo o insetos foram triturados em metanol grau HPLC logo
apds a coleta. Em seguida foram armazenados num congelador a -5 °C e posteriormente

foram destilados em rota-evaporador.
3.6.2 Experimentos CLAE-DAD-EMAR

O extrato bruto da Orthezia praelonga foi analisada pela técnica acoplada CLAE-DAD-
EMAR-IES-ToF modelo ultrOToF-Q, Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA, em modo positivo. A
condigao de eluigdo aplicada ao experimento CLAE-EMAR foi em gradiente de 5-100% de fase
organica em (H,0:MeOH) acidulada a 0,1 % CH3COOH sob o tempo de 30 minutos em
gradiente e 10 minutos em 100 de MeOH, totalizando 40 minutos. Para a aquisi¢dao de dados
foi utilizado a interface do software Bruker Data Analysis, versdo 3.2. Para a calibracdo
interna dos experimentos no espectrometro de massas em modo positivo, foi utilizado uma
solucdo de Na-TFA (10mg.mL"). Foram aplicados 5 mg.mL™ do extrato bruto, no sistema
cromatografico. As condi¢des de eluicdo foram: vazdo de 3,0 mL/min, utilizando de uma
coluna monolitica de C-18 sob tamanho de particula de 5 um da marca, Phenomenex,

volume de injegdo de 30 L e temperatura de coluna de 25 °C.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ultimos anos a quimica de produtos naturais estd a procura de novas
metodologias afim de acelerar e racionalizar a busca de metabdlitos de interesse. Uma
dessas abordagens é a metabolomica que consiste na analise qualitativa e quantitativa de
todos os metabdlitos encontrados em organismo vivos. Como pode ser visto, esta tarefa é

extremamente complexa e dependente de iniUmeros fatores.

Deste modo, o desenvolvimento de metodologias baseadas em protocolos e normas
pertencentes a 6rgdos reguladores como organizacdo mundial da saude (WHO) e as
principais farmacopéias é de extrema importancia na elaboragao de plataformas universais
de aquisicdo e andlise de dados para posteriormente, de forma padronizada, comparar dados

entre diferentes amostras (VERPOORTE et al., 2010).

Dentro desse contexto, podemos dimensionar a relevancia do processo de
amostragem e extracdo no entendimento da complexidade metabdlica num dado
organismo. Desta forma, metodologias classicas que ndo consideram todos os aspectos que
circundam todo o processo extrativo como por exemplo, temperatura, horario de coleta,
estacdo do ano, tempo de secagem, degradacdo de compostos, solventes, entre outras,

podem comprometer a compreensado de um determinado organismo (KIM et al., 2010).

Desta forma, o uso de ferramentas matematicas e de estatistica multivariada,
pertencentes a quimiometria, para o planejamento, otimizacdo e andlise do processo de

extracdo tornam-se extremamente importantes (BARROS NETO et al., 2006).
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4.1 Estudo do Processo de Extracao

Na primeira etapa, foi realizado um estudo da influéncia de diferentes solventes na
eficiéncia do processo de extracdo das folhas da Jatropha multifida L. e J. gossypifolia L.,
considerando o rendimento em massa e o nimero de bandas cromatograficas encontradas
no CLAE-DAD, Figura 12. Os perfis cromatograficos foram realizados em gradiente

exploratério entre 5-100% de H,0:MeOH, acidificado a 0,1 % de CH3COOH em 30min.

O numero de bandas foi quantificado através do software LC-Solution, Shimadzu,
programado para considerar o limite de detecgao como trés vezes o sinal do ruido. A escolha
do comprimento de onda foi realizada através da avaliagdo do numero de bandas
cromatograficas sob diferentes regides do espectro de ultravioleta: 210, 254, 280, 330 e 366
nm. Dentre estes, o escolhido foi o de 280 nm por apresentar um nimero maior de bandas

cromatograficas quando comparado aos outros.

Para o processo extrativo de ambas as espécies de Jatropha foram feitos 14 extratos
brutos a partir de distintas condig¢des, atingindo toda a gama de polaridade entre o hexano e
a agua, com o proposito de encontrar a melhor condicdo de extracdo. O niumero de bandas

cromatograficas para cada solvente foi calculado a partir da média aritmética das triplicatas.

Em seguida, foram realizadas 14 corridas cromatograficas de 30 minutos (cada uma)
em gradiente exploratdrio, referente ao extrato bruto seco de cada solvente. Para analise do
numero de bandas cromatograficas, o cromatograma foi dividido em trés partes com o
propodsito de avaliar quais dentre os solventes possuiria a maior capacidade extrativa para
uma determinada regido. A primeira parte da divisdo consistiu do intervalo entre 0 e 10
minutos, denominada regido polar, a segunda parte, entre 10 e 20 minutos, regido
intermedidria e a ultima entre 20 e 30 minutos, regido apolar, Figuras 12a, 12b e 12c

respectivamente.
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(c)
(d)
Figura 12. Gréaficos do nimer o de bandas cromatogr &ficas (monitor adas a 280nm) em funcéo do solvente de extracao,

sendo J. gossypifolia as colunas azuis e J. multifida as colunas ver melhas. (a) Entre 0 e 10 minutos; (b) Entre 10 e 20
minutos; (c) Acima de 20 minutos e (d) Grafico de rendimento em massa em funcgéo do solvente de extracao.

De acordo com os dados da Figura 12, o solvente que apresentou a maior capacidade
extrativa para regido polar para espécie J. gossypifolia L., Figura 12a, é o metanol, constituido

de 27 bandas cromatograficas.

Para a regido intermediaria, entre 10 e 20 minutos, Figura 12b, temos o isopropanol,

sendo o mais eficiente, e para regido apolar, Figura 12c, temos o cloroférmio.

Para a espécie J. multifida L., notamos que varios solventes apresentaram o mesmo
numero de bandas para a regido entre 0 e 10 minutos, sendo que maior parte deles, realizam
ligagdes de hidrogénio, como os alcoois e a agua. Portanto, para a escolha do solvente que

seria utilizado para este intervalo outros 3 critérios foram levados em consideragao.

O primeiro e mais importante, foi a capacidade extrativa deste solvente nos outros
intervalos analisados. O segundo critério, foi o custo e o impacto ambiental causado pelos
solventes, o terceiro e ultimo, foi avaliado a capacidade de evaporagao dos solventes na
etapa da retirada do solvente do meio extrativo. Analisando individualmente cada um dos
alcoois, a acetona e a agua chegamos a conclusdo que o etanol é o que apresenta a melhor

relagao em todos os critérios e portanto foi o escolhido.

A andlise da regido intermedidria nos mostra que ainda os compostos que realizam
ligacdes de hidrogénio estdao entre aqueles com a maior eficiéncia de extragdao. Neste caso, o
etanol, a acetona, e o isopropanol, foram os solventes que apresentaram o maior nimero de
metabdlitos. Assim como mencionado para a primeira etapa estes solventes foram
analisados em outros critérios e a acetona foi escolhida devido principalmente as suas
caracteristicas quimicas e moleculares, pois um representante da classe do alcoois ja havia

sido escolhido.
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Na ultima por¢ao do cromatograma, regidao apolar, o 1,4-dioxano foi o que

apresentou a maior capacidade de extracdo.

Adicionalmente, o rendimento em massa de cada extrato foi analisado e comparado,
Figura 12d. Os solventes escolhidos para J. gossypifolia L., apresentaram, em sua maioria,
rendimento acima da média, metanol 4,9% em massa, isopropanol 3,3% em massa e o
cloroformio, 0,9% em massa. Dentre os solventes escolhidos, somente o cloroférmio
apresentou rendimento abaixo da média (2,9%). No caso para a espécie J. multifida L., todos
os solventes mostraram rendimento acima da média de 3,6 % demonstrando a eficiéncia do

processo extrativo.

Os perfis cromatograficos dos diferentes solventes de extracdo para as folhas de J.
multifida L. e J. gossypifolia L. podem ser vistos nos cromatogramas da Figura 13 e 14

respectivamente.

Os perfis cromatograficos de alguns extratos se mostraram relativamente
semelhantes, como é o caso dos solventes da classe dos alcoois, que em sua maioria
apresentaram bandas no intervalo de 7 a 12 minutos e em torno de 30 minutos. Outro
exemplo a ser analisado é o éter etilico, que mesmo sendo um solvente de baixa polaridade,
conseguiu extrair uma gama extensa de metabdlitos de todas as regides do cromatograma,
mostrando que a polaridade ndo é o fator principal que determina a solvatacdo e

consequentemente a extracdo dos metabdlitos.

Além disso, o perfil cromatografico do acetato de etila apresentou algumas bandas
cromatograficas muito caracteristicas em ambas as espécies, no intervalo de 11 a 14
minutos. Para saber se os compostos em questao ndo eram impurezas ou contaminantes do
processo, ensaios utilizando somente o solvente foram realizados, e em todos os casos,

nenhuma banda cromatografica foi encontrada sob aquele intervalo de tempo.

Contudo, o objetivo deste estudo foi a obtencdo de um extrato bruto que
contemplasse o maior nimero de metabdlitos num Unico extrato. Neste caso, a escolha do
solvente foi governada pelo nimero de metabdlitos, independente da classe e da quantidade

encontrada, e desta forma mais uma vez, reforca-se a escolha dos tais solventes.
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A partir da escolha dos trés solventes, um para cada regido do cromatograma, um
novo planejamento experimental foi realizado para avaliar as interacGes de mistura de
cloroférmio, isopropanol e o metanol para J. gossypifolia L. e etanol, 1,4-dioxano e a acetona,
para a J. multifida L.

O design de mistura aplicado foi o simplex-centrdide, Figura 10a. Os valores

encontrados para cada ponto do simplex centréide sdo mostrados na Figura 15.

(a)
(b)

Figura 13. Cromatogramas das folhas da espécie J. multifida: (a) Hexano-1; éter etilico-11; diclorometano-111; n-
butanol-1V; acetato de etila-V; | sopropanol-VI; cloroférmio-VII; (b) 1,4 dioxano-I; etanol-I1; acetona-111; metanol-IV;
agua apH 7-V; &gua (1%trietilamina) pH 12-V1; &gua (1% écido trifluoracético) pH 2-VI1.

(a)

(b)
Figura 14. Cromatogramas das folhas da espécie J. gossypifolia: (a) Hexano-I; éter etilico-11; diclorometano-II1; n-
butanol-1V; acetato de etila-V; isopropanol-VI; cloroférmio-VII; (b) 1,4 dioxano-I; etanol-11; acetona-111; metanol-1V;
aguaapH 7-V; agua (1% trietilamina) pH 12-VI; agua (1% Acido trifluoracético) pH 2-VII e acetonitrila-VI11.

(a)

(b)

Figura 15. (a) nimero de bandas cromatogr éficas em funcdo de diferentes propor ¢des de solventes de acordo com o
modelo simplex-centroide: Azul: J. gossypifolia; Vermelho: J. multifida; (b) As letras A, B e C mostradas no grafico
correspondem aos pontos destacados no plangjamento em simplex centréide (A, B e C para J. multifida correspondem
aos solventes: etanol, 1,4 dioxano e acetona e para J. gossypifolia sdo: clorofdrmio, isopropanol e metanal).

Utilizando do software MinitablE, é possivel determinar equag¢Ges matematicas de
regressdao de um dado conjunto de experimentos, inclusive, os de planejamentos de mistura
como simplex-centrdide. Além disso, através da tabela ANOVA, incluida no software, é
possivel calcular a validade e a significancia de tais modelos, assim como, gerar graficos de

contorno e de superficie a partir das equac¢des de regressao.

Assim, com os dados obtidos da Figura 15, para a espécie J. gossypifolia L. e J.

multifida L. foram aplicados equagdes de regressdao para os modelos, linear, quadratico,



63RESULTADOS E DISCUSSAO

clbico especial e quartico especial. Dentre eles o modelo quartico especial foi o que

apresentou o melhor ajuste dentro do intervalo de confianca de 95%.

No entanto, alguns dos termos da equacdo quartica foram retirados, pois o valor do
erro padrao calculado foi superior ao valor do termo da equacdo, o que significa que o termo
em questdo pode ser 0, ou seja, sem significancia. Caso os mantivesse, o nimero de termos
da equacdo seria tal que o numero de graus de liberdade da soma quadratica de residuo
seria igual 1, cometendo um erro comum chamado de super ajuste. Adicionalmente, com o
menor numero de termos da equac¢do, o nimero de graus de liberdade da soma quadratica
da falta de ajuste aumenta e consequentemente o valor da média quadratica diminui, isto
significa, que quanto menor o numero de termos para explicacdo de modelo experimental

melhor o seu ajuste aos dados reais.

A equagdo de regressao para o modelo quartico especial que representa o
comportamento do processo de extragdo é descrita abaixo com os seus seguintes

coeficientes
(13)

sendo que os termos , representam os solventes cloroférmio, isopropanol e metanol

respectivamente.

A partir dos valores dos termos puros , podemos notar que entre os solventes o

metanol é aquele que apresenta a melhor condicdo de extragao.

Para verificarmos a significancia da aplicacdo deste modelo no conjunto de dados da
Figura 15, um grafico com os valores ajustados do modelo de previsao em fungdo dos
residuos para os valores observados foi construido, Figura 16. Neste grafico podemos
observar uma distribuicao aleatdria dos residuos, o que significa que ndao ha tendéncias de

ajuste quando aplicamos o modelo escolhido, ou seja, o modelo é valido.

Figura 16. Residuos deixados pelo modelo quértico especial no estudo do nimer o de bandas cromatogr &ficas do
extrato bruto das folhas de J. gossypifolia.

Sabendo que o modelo aplicado é regido pelo teorema do limite central, ou seja,

segue uma distribuicdo normal ou gaussiana, dos valores residuais, Figura 17, podemos
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realizar a analise de variancia do modelo, conhecido como ANOVA, acronimo proveniente de

Analysis of variance.

Através dos valores calculados pela ANOVA podemos inferir quais os valores
significativos dentro de intervalo de confianca de 95%, qual a significancia estatistica da
regressdo, e ainda, calcular os termos da falta de ajuste do modelo e o erro puro intrinseco

do experimento.

Como ja expresso na introdugdo tedrica, a analise de variancia, avalia numericamente
a qualidade do ajuste de um modelo. A ANOVA para equacao 13 que ajusta os dados das

extracOes para a espécie J. gossypifolia pode ser vista na Tabela 6.

Inicialmente, podemos notar que soma quadrdtica total do modelo consiste de
(372,80) e que aproximadamente 88% desse valor esta contido na soma quadrdtica de
regressao (327,26), o que significa que o modelo explica muito bem o comportamento
experimental. Esta relacdo entre a propor¢dao do termo de regressdo e o termo residual é
explicada através do coeficiente de determinacdo, calculado através da equacdo 7,

simbolizado pelo R?.

Figura 17. Histograma dos residuos deixados pela aplicagdo do modelo quartico especial para osdados da figura 15,
para a espécie J. gossypifolia.

Tabela . Analise de variancia para o ajuste, pelo método dos minimos quadr ados, de um modelo quartico especial,
aplicado ao processo extrativo de metabdlitos da planta Jatropha gossypifolia (GL-graus de liberdade).

Diante dos dados experimentais anteriormente mostrados, é possivel observar que o
coeficiente de determinacdo, para este modelo (0,88), mostra que maior parte da soma

quadratica total é composta pelo termo de regressao, Tabela 6.

Através da tabela ANOVA podemos ainda observar que a varidncia determinada para
o modelo possui um valor de 87,78% e que variancia maxima explicavel é de 88,20%, ou seja,
a diferenca encontrada entre a varidncia maxima e variancia explicada varia em torno de
0,42%, o que corresponde a falta de ajuste. Portanto, podemos concluir que o modelo

adotado para o ajuste dos dados empiricos é altamente significativo.

Ainda assim, podemos uma vez mais avaliar se a equacdo de regressao é significativa

através do teste F através das médias quadraticas de regressdo e de residuo. Neste caso,
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estamos avaliando se termo , ou seja, numa equagao de regressao o termo linear é igual a 0
o que significa que ndo existe relacdo entre os valores de , resposta, e da equacdo, as
varidveis. Assim como na regressdo linear aplicamos esta mesma regra para as regressoes

guadraticas, cubicas, etc.

Para o calculo, dividi-se a média quadratica (MQ) do termo de regressdo pelos MQ
dos residuos. Se o valor for igual ou menor que F tabelado significa que e que ndo existe
relacdo entre e e portanto, o modelo é invalido. O teste F tabelado neste caso sera
composto pelos graus de liberdade da média quadratica devida a regressdao e da média

guadratica residual, respectivamente.

Portanto, o nosso F sera F; 1,954 que é igual a 2,91. Comparando o valor obtido pela
razdo dos MQ’s com o valor de F tabelado obtemos o resultado 5 vezes o valor de F, o que

confere a significancia do modelo.

Podemos ainda verificar a eficiéncia do modelo através dos seus residuos. Como ja
discutido, os residuos sdao constituidos por dois termos, um correspondente a falta de ajuste
e outro referente ao erro puro do experimento. Quando dividimos a média quadratica da
falte de ajuste pelo erro puro, temos a estimativa de quanto o primeiro termo compde os

residuos e, quanto menor o valor da divisdo, melhor é o ajuste.

Podemos comparar o valor da divisdo das MQ’s da falta de ajuste pelo erro puro com
os valores tabelados do teste F a 95%, e se o valor da razao for menor que o F significa que a
falta de ajuste é pequena e que o modelo é eficiente. O valor de F; 20954 € igual a 4,10 e 0
valor encontrado na tabela é 0,17 ou seja, cerca de 24 vezes menor, e portanto, o modelo

possui pouca falta de ajuste.

Concluindo, o modelo quartico especial aplicado ao conjunto de dados da Figura 15
para a espécie J. gossypifolia L. é altamente significativo sendo que todos os termos

analisados estao acima dos requisitos de significancia.

Para a J. multifida o modelo quartico também foi aplicado para o ajuste do
comportamento experimental, dentro o intervalo de 95% de confianca. A equacdo de

regressao com os seus seguintes coeficientes é mostrada a seguir:

(14)
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os termos, representam os solventes acetona, 1,4 dioxano e etanol respectivamente.

Assim como mencionado anteriormente, valores obtidos da equacdo de regressao
podem ser avaliados através da analise de variancia, ANOVA, caso o conjunto de dados seguir
o teorema do limite central, ou seja, seguir uma distribuicdo gaussiana dos erros.

A Figura 18 apresenta o grafico dos residuos deixados pelo modelo qudrtico em
funcdo dos valores previstos. A avaliacdo deste grafico mostra que os residuos seguem
distribuicdo aleatdria, ou seja, ndo apresentam qualquer tendéncia ndo explicada pelo

modelo.

Figura 18. Residuos deixados pelo modelo quértico especial no estudo do nimero de bandas cromatogr aficas do
extrato bruto dasfolhas de J. multifida.

A Figura 19, apresenta os valores dos residuos deixados pela aplicagdo da equacdo de
regressdao em funcdo da sua frequéncia. Como podemos notar o erro encontrado para a
equacdo segue uma distribuicdo normal.

Sabendo que a equacdo de regressao possui erros aleatdrios e que estes seguem uma
distribuicdo normal, estes puderam ser analisados através da andlise de variancia, Tabela 7.

O coeficiente de determinacdo (R?) calculado para os dados da espécie J. multifida,
Tabela 7, é aproximadamente de 0,87 mostrando que a maior parte do modelo é justificada
pelo termo de regressdo e portanto, a porcentagem de variancia explicada é de 87%, sendo
altamente significativa.

Para avaliar as relacdes entre e e portanto, confirmar a validade do modelo, o valor
de razao da média quadratica de regressdo sob a dos residuos foi comparada com o F

tabelado para os respectivos graus de liberdade das médias quadraticas, F7 12 95% = 2,91.

Figura 19. Histograma dos residuos deixados pela aplicagdo do modelo quartico especial para os dados da figura 15,
para a espécie J. multifida.

O resultado revelou que a razdo é em torno de 5 vezes o valor de F mostrando que
existe uma alta correlagdo entre as respostas e as variaveis.
Portanto, a equacdo de regressao aplicada ao dados experimentas foi satisfatoria na

resposta do comportamento experimental, isto é, de alta significancia.
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Tabela 7. Andlise de variancia para o ajuste, pelo método dos minimos quadrados, de um modelo quartico especial
aplicado a processo extrativo dos metabdlitos da planta Jatropha multifida.

A representacdo destas condi¢Oes de extracdo podem ser geradas graficamente através da
substituicdo dos valores de em todas as propor¢des na equacao de regressdo fornecendo
graficos de contorno e de superficie de resposta.

A partir do grafico de contorno para J. gossypifolia, Figura 20a, podemos verificar que
a regido que apresenta o maior nimero de bandas cromatograficas estd localizada em torno
da mistura binaria cloroférmio:isopropanol, confirmado pelo grafico superficie de resposta,
onde mostra uma superficie concava com a parte inferior representada em torno do ponto
central e parte superior, sob a mistura cloroférmio:isopropanol, Figura 20b.

Para a J. multifida, o grafico de contorno, Figura 21a mostra que mistura ternaria
2/3:1/6:1/6 etanol:acetona:1,4 dioxano é aquela que apresenta o maior nimero de bandas
cromatograficas, enquanto que a mistura 1:1 acetona:1,4 dioxano é pior regido da superficie
de contorno. A Figura 21b, revela a complexidade neste design e que os extratos possuem
uma diversidade alta de metabdlitos.

Portanto, a melhor condicdo de extracdo obtida da analise do conjunto de dados
através da equagdo de regressao, indicaram que a condigdo 1:1 cloroférmio:isopropanol para
espécie J. gossypifolia L. e a mistura 2/3:1/6:1/6 de Etanol:Acetona:1,4 dioxano para a espécie

J. multifida L., sdo as regides étimas para este processo extrativo.
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(a)

Figura 20. Gréfico de contorno (a) e gréfico de superficie de resposta(b) para o extrato dasfolhas de J. gossypifolia L.

(b)

(a)

(b)

Figura 21. Gréfico de contorno (a) e gréafico de superficie de resposta (b) para o extrato das folhas de J. multifida.
A Figura 22, mostra o perfil cromatografico tridimensional em DAD do extrato foliar
para a espécie J. multifida L. (23 : 1/6 : 1/6 de Etanol : Acetona : 1,4 dioxano) realizado em

gradiente exploratério entre 5-100% de MeOH:H,0, entre 200 e 600 nm do espectro de UV.

Figura 22. Perfil cromatogr afico tridimensional em DAD obtido para o extrato bruto otimizado dasfolhas de J.
multifida (2/3:1/6:1/6 de Etanol : Acetona : 1,4 dioxano).

O perfil cromatografico do extrato bruto otimizado (2/3 : 16 : 1/6 de etanol : acetona :
1,4 dioxano) sob o comprimento de onda de 280nm, Figura 23, foi analisado e comparado
com os extratos brutos dos solventes puros, Figura 24. Através dos resultados obtidos pela
analise da superficie de resposta, Figura 20 e pela comparacdo entre perfis cromatograficos,
Figura 23, fica claro que o extrato bruto otimizado, contempla o maior numero de

metabdlitos quando comparados com outros sistemas de extracao.



69RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 23. Perfil cromatogr &fico do extrato bruto otimizado das folhas de J. multifida L. sob o comprimento de onda
de 280 nm.

Figura 24. Perfil cromatogr &fico do extrato bruto dasfolhasde J. multifida L. em diferentes solventes de extragéo
solventes: Etanol; Acetona; 1,4dioxano e exp_10(2/3:1/6:1/6 de Etanal : Acetona : 1,4 dioxano).

O perfil cromatografico tridimensional em DAD obtido do extrato bruto otimizado das
folhas de J. gossypifolia L. (1:1 cloroférmio : isopropanol)realizado em gradiente exploratdrio

5-100% MeOH:H,0, sob intervalo de 200 a 600 nm é mostrado na Figura 25.

Figura 25. Perfil cromatogr afico tridimensional em DAD obtido para o extrato bruto otimizado dasfolhas de J.
gossypifolia L. (1:1 Cloroférmio : Isopropanol).

A Figura 26 apresenta o perfil cromatografico do extrato bruto das folhas de J.
gossypifolia sob o comprimento de onda de 280nm. Assim como realizado para a espécie J.
multifida os extratos brutos dos solventes que deram origem a extragao otimizada foram

comparados e analisados afim de avaliar a eficacia do processo extrativo, Figura 27.

Figura 26. Perfil cromatogr &fico do extrato bruto otimizado das folhas de J. gossypifolia L. sob o comprimento de
onda de 280 nm.

Figura 27. Perfil cromatogr &fico do extrato bruto dasfolhas de J. gossypifolia L. em diferentes condigdes de extracdo:
Metanol; Isopropanol; Cloroformio e exp_4(1:1 Cloroformio : | sopropanol)

Através dos perfis cromatograficos podemos afirmar que o extrato otimizado
contempla a maioria das substancias encontradas nos extratos que a deram origem e ainda
podemos notar a presenca de algumas bandas exclusivamente para este extrato bruto, como
por exemplo, a banda localizada sob tempo de retencdo de 4,0 minutos. Deste modo,
podemos concluir que para a espécie J. gossypifolia L. a melhor condicdo de extracdo é

composta por 1:1 cloroférmio:lsopropanol.
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4.2 Otimizagdo da Condigdao Cromatografica

Tendo adquirido as condi¢des otimizadas do processo de extragdo, um segundo
conjunto de experimentos foi realizado visando melhorar a resolucdo cromatografica dos
metabdlitos detectados pelo UV/DAD. Para isto, os principais fatores envolvidos na questdo
de separacdo foram avaliados, como por exemplo, as fases mdvel e estaciondria e o tempo.

Os extratos brutos analisados possuem uma elevada complexidade em suas matrizes,
o que determinou o uso de fase estaciondria composta por colunas monoliticas C-18 (5um).
Estas colunas apresentam elevada robustez, aplicabilidade a uma extensa classe de
metabdlitos, podendo trabalhar em condigdes cromatograficas extremas, quando
comparadas as colunas empacotadas e, principalmente, a sua reprodutibilidade.

As condigdes cromatograficas foram preparadas afim de explorar toda a gama de
metabdlitos presentes num Unico extrato bruto. Para tanto, o uso de sistemas de eluicdo em
gradiente exploratdrio tornou-se necessario para a separacao dos compostos. Além disso, o
modificador, acido acético, foi adicionado a 0,1 % (v/v) para minimizar os problemas de
alargamento de banda por ionizacdo. No entanto, a aplicacdo destas condicbes num
planejamento experimental que utiliza varidveis de mistura, como o modelo simplex-
centroide, torna-se pouco adequado quando se trabalha em gradiente exploratdrio, pois ndo
existe uma proporcao fixa de um determinado solvente, mas sim, todo um gradiente.

Para contornar esse problema de adequacdo, foi utilizado um design fatorial,
considerando cada corrida cromatografica como uma varidvel independente, ou seja, o
experimento foi analisado através do numero de bandas cromatograficas e ndo mais pela
variacdo da proporcdo do solvente. Dentre as vérias formas de design fatorial que podemos
aplicar, a mais comum para este tipo de analise é o design em estrela, Figura 10b. Para cada
ponto do design foi estipulada uma proporcao entre MeOH e ACN sob um intervalo de
tempo. A proporgdo variou entre 100% de MeOH a 100% ACN e o intervalo de tempo foi de
30 a 60 minutos.

O numero de bandas cromatograficas observadas nos cromatogramas foi usado como
resposta e o comprimento de onda foi monitorado em 280 nm. O numero de bandas e as
respectivas condi¢cbes experimentais do design sdao mostradas na Figura 28a e 28b

respectivamente.
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(a)
(b)

Figura 28. (a) Numer o de bandas em funcéo das condig¢des experimentais do design em estrela. (b) Condicdes
experimentais do design em estrela. Azul: J. gossypifoliaL.; Vermelho: J. multifida L.

Como pode ser visto na Figura 28b, o planejamento fatorial em estrela leva em
consideracdo que ambos os fatores, tempo e fase médvel, sdo varidveis de processo, como
todo planejamento fatorial, mas no entanto, se considerarmos cada fator como
independente um do outro, poderiamos obter falsos positivos, ou seja, para se representar o
comportamento experimental dos dados acima em equa¢Ges matematicas, como no
processo de extragdo, é necessario um modelo no qual se leve em conta as interagdes entre
os fatores, isto significa que cada ponto do design em estrela pode ser correlacionado entre
si. No caso, as equagdes que poderiam representar tal comportamento, deve possuir termos
que consideram interagbes de primeira ordem, segunda e até mesmo terceira ordem.
Portanto, os modelos quadratico e/ou cubico sdo os mais apropriados para este
planejamento.

De acordo com as respostas obtidas dos pontos experimentais do design em estrela,
Figura 28, foi aplicado um modelo candnico quadratico com o propdsito de avaliar o
comportamento de diferentes composicOes de solvente e tempo de corrida. As equacdes de
regressao sob o intervalo de confiabilidade de 95% para as espécies J. multifida L., equagao
15 e J. gossypifolia L., equagdo 16 sao mostradas abaixo

(15)

(16)

sendo que o termo representa as diferentes proporcdes do solvente organico e o termo o
tempo de corrida.

A equacdo de regressdo foi avaliada através da analise de variancia, ANOVA e os
resultados obtidos para a espécie Jatropha multifida, podem visualizadas na Tabela 8.

O coeficiente de determinacdo, R? calculado através da razio entre a somas
quadraticas de regressao e total, é de 0,93, o que significa que em torno de 93% da soma
quadratica total é composta pelo termo de regressdo que é a variancia explicada do modelo.

A porcentagem de varidncia maxima explicadvel para esse conjunto de experimentos é 95,6 %.
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Isso mostra que apenas 2,7% dos valores experimentais ndo puderam ser ajustados pelo
modelo.

Podemos afirmar este comportamento através da comparagao do valor da divisdo das
médias quadraticas de regressdo pelo residuos, com o valor tabelado do teste F sob intervalo
de confianca de 95%, Tabela 8.

Concluimos, que o valor calculado é em torno de 7 vezes maior o F tabelado, o
significa, que o modelo é altamente satisfatério.

Quando analisamos os residuos vemos claramente, que o principal fator de
interferéncia é devido ao erro puro, pois o valor de . Detalhadamente o valor do F calculado
é em torno de 90 vezes menor que o valor tabelado, mostrando que quase todo o valor dos

residuos se deve ao erro puro.

Tabela 8. Andlise de variancia para o ajuste, pelo método dos minimos quadr ados, de um modelo cubico aplicado
otimizagdo da condic¢éo cromatogr &fica par a espécie Jatropha multifida.

A avaliacdo da equacdo de regressdo 16 foi realizada assim como para J. multifida,

através da andlise de variancia, para a espécie J. gossypifolia L., Tabela 9.

Tabela 9. Analise de variancia para o ajuste, pelo método dos minimos quadrados, de um modelo cubico aplicado a
otimizacao do processo cromatogr afico par a espécie Jatropha gossypifolia.

Assim como descrito para a espécie J. multifida L., os valores encontrados pela tabela
ANOVA, nos mostra que a porcentagem de variancia explicada, cerca de 87%, foi alta quando
aplicado a um modelo empirico.

Quando analisamos os residuos, através das médias quadraticas vemos que a maior
parte dos residuos se deve ao erro aleatério. Portanto, podemos afirmar que ambas as
espécies apresentaram um ajuste adequado para o modelo quadratico.

Com o auxilio das equacgdes 15 e 16 foi possivel construir os graficos de contorno das

espécies J. gossypifolia L., Figura 29a e J. multifida L., Figura 29b.

(a)
(b)

Figura 29. Superficie de contorno para o design fatorial em estrela: (a) J. gossypifolia L.; (b) J. multifida L..

De acordo com os dados da Figura 29, podemos verificar que a regido de contorno

gue apresenta o maior numero de bandas cromatograficas é aquela que possui coloracao
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vermelha. A relacdo entre o niumero de bandas cromatograficas e a separacdao ocorre pelo
fato que quanto maior o numero de bandas que o software consegue interpretar melhor é a
resolugao.

Assim, a regido com o maior numero de bandas ou a regido otimizada para espécie J.
gossypifolia L. se encontra no centro da regido de contorno que forneceu a proporcado de
62% MeOH : 38% ACN e sob o tempo de 60 minutos, Figura 29a. Para a J. multifida L., Figura
29b, a regido otimizada se encontra na propor¢ao 1: 1 ACN : MeOH e 50 minutos de corrida.

Apds a primeira etapa de otimizacdo cromatografica, outros fatores puderam ser
analisados na construcdo de método separacdo de fingerprint. Para este segundo conjunto
de experimentos foi utilizado um planejamento fatorial 23. Neste design foram avaliados os
fatores: temperatura de coluna, volume de injecdo e fluxo de solvente em dois niveis para

cada varidvel. Os resultados podem ser vistos na Figura 30.
(a)

(b)
Figura 30. (a) Niveis de cada fator analisado no planejamento fatorial 22 ;(b) Nimero de bandas cromatograficas em
fungdo da variagao dos fatores; Azul: J. gossypifolia L.; Vermelho: J. multifida L.

A partir do uso de ferramentas de estatistica foi possivel calcular a influéncia de cada
variavel independente em todos os experimentos. Este tipo de analise é conhecida como
anadlise de efeitos principais. O efeito principal mostra se a varidvel analisada tem alguma
influéncia significativa no planejamento experimental. Normalmente, este efeito é
representado por um grafico da variagao da resposta em fungao da variagao dos niveis da
variavel analisada.

No nosso caso, a resposta é dada pelo nimero de bandas cromatogréficas, e a
variacdo dos niveis de cada variavel poderia ser, como por exemplo, variacao da temperatura
de 30 a 50 °C, ou pela variacdo da vazdo aplicada a corrida cromatografica.

A Figura 31, apresenta os graficos de efeito principal aplicado ao planejamento
fatorial 2°, na avaliacdo da resposta em fungdo da variacdo da temperatura, Figura 31a,
vazado, Figura 31b e volume de injegdo, Figura 31c, para a espécie J. multifida L. A mesma
seqliéncia pode ser vista para a espécie J. gossypifolia L., nas Figuras 32a, 32b e 32c

respectivamente.
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(a)

(b)
(c)

Figura 31. Graficos do numero de bandas cromatograficas em fungdo da variagdo dos niveis para cada fator analisado

para J. multifida L. (a) Efeito da temperatura de coluna; (b) Efeito do volume de injegdo e (c) Efeito do Fluxo de elui¢do da
fase movel.

(a)
(b)

(c)
Figura 32. Graficos do numero de bandas cromatograficas em fungdo da variagdo dos niveis para cada fator analisado

para J. gossypifolia L. (a) Efeito da temperatura de coluna; (b) Efeito do volume de injegao e (c) Efeito do Fluxo de eluigdo
da fase mével.

A partir dos graficos apresentados nas Figuras 31 e 32, podemos afirmar que todas as
variaveis possuem influéncia significativa na resposta analisada.

A temperatura influencia negativamente com o seu aumento para a J. gossypifolia,
enquanto para a J. multifida, podemos verificar um 6timo em torno de 40 °C.

O volume de injecdo por sua vez, afeta positivamente para ambas as espécies com
aumento da volume injetado. No caso da vazdo, podemos notar uma diferenca entre as
espécies. Para J. multifida L., vemos que a vazio 2,5 mL-min™ foi a que apresentou a melhor
condicdo de separacdo cromatografica enquanto para a J. gossypifolia L. observamos que a
melhor condi¢do possui vazao de 2,0 mL-min™.

Os resultados deste planejamento mostram que mesmo sendo espécies do mesmo
género os metabdlitos encontrados sdo bastante distintos, revelando a espécie J. multifida

ainda pouco explorada, como uma matriz promissora para estudos mais especificos.
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Ao fim de todo planejamento experimental foi possivel concluir que a condicao de
extracdo para a espécie Jatropha gossypifolia L. utilizou a mistura binaria cloroférmio :
isopropanol, 1: 1, enquanto que para a Jatropha multifida L. obteve-se uma mistura terndria
de etanol : Acetona : 1,4 dioxano sob as proporcdes de 2/3 : 16 : 1/6.

Concluimos ainda, que o perfil metabdlico de fingerprint gerado para a espécie J.
gossypifolia, Figura 33, utilizou como fase estaciondria uma coluna monolitica C-18, uma
mistura MeOH : ACN (68 : 32) em gradiente exploratdrio de 5-100% fase orgénica : dgua, sob
vazdo de 2,0 mL'-min™, temperatura de coluna de 30 °C e volume injecdo de 30 pL.

Para a J. multifida, Figura 34, foi utilizada uma coluna monolitica C-18 para a fase
estacionaria e para a fase movel foi usado uma mistura MeOH : ACN 1 : 1. A temperatura de
coluna foi de 40 °C, o volume de injecdo foi de 30 pL e a vazdo da fase movel foi de 2,5

mL-min.

Figura 33. Perfil cromatogr &fico do extrato bruto otimizado das folhas de J. gossypifolia L. a 280nm sob as condicdes:
fase estacionéria constituida de uma coluna monolitica C-18; Fase mével composta por uma misturaMeOH : ACN (68
: 32) em gradiente exploratério de 5-100% fase organica : 4gua, sob vazdo de 2,0 mL-min', temperatura de coluna de
30 °C evolumeinjecdo de 30 pL.

Figura 34. Perfil cromatogr &fico do extrato bruto otimizado das folhas de J. multifida L. 280nm sob as condi¢des: fase
estacionaria constituida de uma coluna monolitica C-18; Fase movel composta por uma misturaMeOH : ACN (1: 1)
em gradiente exploratério de 5-100% fase organica : 4gua, sob vazdo de 2,5 mL -min, temperatura de coluna de 40
°C evolumeinjegéo de 30 pL.
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4.3 Avaliacdo da Atividade Bioldgica
4.3.1 Ensaio in vitro de redugéo do DPPH

Os resultados obtidos para o extrato bruto das folhas da Jatropha multifida foi de 30%
de inibicdo a 60 ug mL", demonstrando atividade moderada quando comparada ao padrio
rutina, 92% a 60 pg.mL. Para os ramos da Jatropha multifida, foi observado 24% de inibicdo

do radical DPPH, Figura 35a.

(a)
(b)

Figura 35. Grafico de porcentagem de sequiestro de DPPH para o extratos: (a) J. multifidaL.; (b) J. gossypifalia.
No caso da espécie J. gossypifolia, o extrato bruto das folhas mostrou 20% de inibigao
e os ramos 10% a 60 p.g-mL’l, Figura 35b, permitindo concluir que nesse ensaio os extratos

de ambas as plantas apresentaram baixa atividade.
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4.3.2 Ensaio in vitro da polimeriza¢do de f3-hematina bovina

As Figuras 36a e 36b apresentam graficos referentes a porcentagem de inibicdo da
polimerizacdo da B-hematina bovina para os extratos das folhas e ramos das espécies
Jatropha multifida L. e J. gossypifolia L., respectivamente. Para ambas as espécies todos os
extratos tanto para as folhas quanto para os ramos tiveram uma baixa porcentagem na
inibicdo da polimerizacdo da B-hematina, quando comparados com o padrao cloroquina, 91%

de inibicao.

(a)

(b)

Figura 36. Porcentagem de inibi¢do da B-hematina bovina para as folhas e ramos: (a) J. multifida L.; (b) J. gossypifolia L.
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4.3.3 Ensaio de atividade Anticolinesterdsica - ensaio qualitativo por autografia

(Cromatografia de Camada Delgada CCD)

Os ensaios foram realizados em duas condi¢cées de elui¢cGo, com o propdsito de avaliar
0s compostos polares e também os apolares das espécies J. multifida L., amostras 1 e 3 e J.
gossypifolia L., amostras 2 e 4, Figura 37. As amostras 1 e 2 foram dissolvidas em MeOH (20
mg-mL-1) e uma aliquota de 10ZL dessa solugao foi aplicada a placa de silica.A fase mével foi
composta pela mistura (7:3) CHCl;:MeOH.

Para as amostras 3 e 4 os extratos dissolvidos foram aplicados a placa de silica e
eluidos com mistura CgHy4:CH3COOCH,CH; (8:2). O padrdo utilizado no ensaio foi a

fisostigmina sob a concentracdo de 0,05 Bg.mL™.

(a) (b) (c)
Figura 37. CCDC dos extratos de J. multifida e J. gossypifolia para avaliagdo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase a) A
366nm, b) A 254 nm e c) regido do visivel. Amostras 1 e 2 J. multifida; Amostras 3 e 4 J. gossypifolia e P representa o

padrao utilizado.

O ensaio revelou atividade fraca para a espécie J. multifida, como destacado na Figura
37c. Pode-se verificar que a atividade esta presente em ambos os sistemas de eluicdo, mas
no entanto, a condicdo apolar, apresentou dois nédulos, ou seja, o composto responsavel
pela atividade pertence a regido lipofilica do extrato. No caso para Jatropha gossypifolia, em

ambas as condi¢Ges cromatograficas ndo apresentaram nenhuma atividade relevante.
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4.3.4 Ensaio in vitro da atividade antifungica de fitopatégenos

O ensaios da atividade antifungica de fitopatégenos foram realizados sob duas
condi¢bes de eluicdo. A primeira constituiu da mistura CH3Cl3:MeOH (7:3) aplicada as
amostras 1 e 3 enquanto a segunda composta pela misturaCgH14:CHsCOOCH,CH3 (8:2). As
amostras 1 e 2 pertencem a espécie J. multifida L. e 3 e 4 sdo da J. gossypifolia L. Elas foram
dissolvidas em DMSO e diluidas numa concentracdo de 40 Big BL™. A amostra N representa o
padrdo nistatina que foi adicionado sob a concentragio de 0,1 Bg-BL™.

A Figura 38 apresenta as corridas cromatograficas em CCD nos comprimentos de
onda de 366, 254 nm e na regido do visivel do extrato bruto em DMSO das espécies J.
multifida L. e J. gossypifolia L. sob aplicacdo posterior de esporos da cepa C. cladosporioides,
enquanto para a Figura 39 foi aplicado a cepa do fungo C. sphaerospermum.

Ambos os extratos brutos avaliados ndo apresentaram atividade antifungica frente

aos fungos analisados.

(a) (b) (c)
Figura 38. CCDC dos extratos de J. multifida e J. gossypifolia para avaliagdo da atividade antiflingica frente a C.
cladosporioides: a) A 366nm, b) A 254 nm e c) regido do visivel.

(a) (b) (c)
Figura 39. CCDC dos extratos de J. multifida L. e J. gossypifolia L. para avaliagdo da atividade antifungica frente a C.
sphaerospermum: a) A 366nm, b) A 254 nm e c) regido do visivel.
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4.4 Analise dos Metabolitos (CLAE-DAD-EMAR)

Os extratos brutos das espécies J. multifida L. e J. gossypifolia L. foram analisados pela
técnica acoplada CLAE-EM-IES-ToF modelo ultrOToF-Q, Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA,
todos em modo positivo. A condicdo de eluicdo aplicada aos experimentos CLAE-EM foi em
gradiente exploratério 5-100% H,0:MeOH acidulada com 0,1% CH3;COOH sob o tempo de 25
minutos em gradiente e 5 minutos em 100% MeOH, totalizando 30 minutos de andlise. Para
a aquisicao de dados foi utilizado a interface do software Bruker Data Analysis, versao 3.2.
Para a calibracdo interna dos experimentos no espectrometro de massas em modo positivo,
foi utilizada uma solugdo de Na-TFA (10mg-mL™).

Os dados adquiridos pelo CLAE-EMAR foram comparados com o banco de dados do
diciondrio de produtos naturais de Chapman & Hall com abrangéncia entre 1942 a 2000
(www.dnp.chemnetbase.com). Objetivo dessa abordagem é desreplicagdo de metabdlitos ja

relatados para ambos os espécimes.

A partir dos ions majoritarios obtidos nos espectros de massas, foram emulados os
possiveis adutos catidnicos, tomando em consideracao a fase mével utilizada, isto é, metanol
e agua acidulada além de cations presentes na agua como sodio e potassio. Os ions

majoritarios foram detectados sob as formas [M+H]" e/ou [M+Na]".
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4.4.1 Jatropha gossypifolia -CLAE-DAD-EMAR(IES)-EM2

O perfil cromatografico do extratos brutos das folhas de Jatropha gossypifolia L. foi
inicialmente analisado utilizando a técnica CLAE-UV/DAD em gradiente exploratério, Figura

40.

A analise da constituicdo metabdlica secundaria do extrato bruto evidenciou uma
série de bandas cromatograficas distribuida ao longo do tempo. As bandas majoritarias
foram analisadas através do detector de arranjo de diodos fornecendo as principais regides
de absorcdo, Figura 41. As bandas cromatograficas referentes ao tempo de retencdo 13,2,

13,4, 13,9, 14,3 e 15,6 minutos sdo pertencentes a classe dos flavonoides.

No entanto, as bandas cromatograficas sob o tempo retencdo de 13,2 e 13,4 minutos
apresentaram os valores para absor¢do maxima em 268 e 343 nm enquanto que para as
bandas cromatograficas em 13,9 e 14,3 minutos os valores foram de 269 e 336 nm (RIJKE, et

al., 2006).

Figura 40. Perfil cromatogr &fico em DAD do extrato bruto das folhas de J. gossypifolia L.

Figura 41. Perfil cromatogr &fico referente ao intervalo de 12 a 16 minutos com os respectivos espectros de UV para as
bandas encontradas no extrato bruto das folhas de Jatropha gossypifolia.

Em seguida é mostrado o cromatograma de ions totais para a espécie Jatropha
gossypifolia L. com os respectivos ions extraidos do experimento, Figura 42.
Os ions majoritarios foram analisados com o auxilio do dicionario de produtos naturais, e
comparados com os ions calculados a partir da férmula molecular afim de se calcular o erro
experimental. A analise dos ions detectados, tempo de retencdo, erro calculado, nome dos

compostos e fonte, sdo mostrados na Tabela 10.

Tabela 10. Valores de m/z obtidos para J. gossypifalia, valores do dicionario de produtos naturais (DNP), erros em
ppm, home dos compostos detectados e a fonte natural.

*[M+Na]+

Figura 42. Cromatogramas de ions totais com os respectivos ions extraidos para J. gossypifolia. ion 449 m/z (vermelho
escuro); 433 m/z (verde); 579 m/z (rosa); 333 m/z (vinho); 301 m/z (preto); 317 m/z (vermelho); 345 m/z (azul) e 413 m/z
(bege).
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O espectro de massas para o m/z 333,2032 é mostrado com os seus possiveis
compostos detectados, (4E)-15-epi-jatrogrossidentadiona/(4Z)-jatrogrossidentadiona, na
Figura 43. O composto foi encontrado no cromatograma de ions totais sob o tempo de
retencdo de 20,3 minutos, Figura 42 coloragdo vinho.

Figura 43. Espectro de massas obtido para o m/z 333,2032 com os metabdlitos detectados, (4E)-15-epi-
jatrogrossidentadiona e/ou (42)-jatrogrossidentadiona.

A Figura 44 mostra o espectro de massas para o m/z 345,2401 com os provaveis
terpenos 2-hidroxiisojatrogrossidiona/2-epi-hidroxiisojatrogrossidona detectados sob o
tempo de retengao de 23,9 minutos, Figura 42, coloragao azul. A Figura 45, apresenta os ions
majoritarios para o m/z 317,2083 com o respectivo diterpeno, 3B,14a-hidroxipimara-
7,9(11),15-triene-12-ona sob o tempo de retencdo de 22,5 minutos, Figura 42 coloracao
vermelha.

Para a Figura 46 podemos observar a presenga dos ions relacionados aos flavonoides
vitexina e/ou isovitexina presente sob o tempo de retencdo de 13,9 minutos, Figura 42
coloracdo verde, com o respectivo espectro de massas do experimento tandem EM?. Os ions
obtidos através da técnica EMAR(IES)-EM? estd3o de acordo com o padrio de fragmentacdo
para os flavonoides C-glicosilados, no caso, vitexina e/ou isovitexina (WARIDEL et al., 2001;
MARCH et al., 2006).

A nomenclatura utilizada para explicar a fragmentacdo dos glicosideos mostrados nos
flavonoides consiste sendo a letra X correspondendo a glicona e os nimeros superescritos
correspondem a localizagdo da quebra das ligacOes. A letra A corresponde a perda de agua.
Outras informagdes sobre a nomenclatura utilizada pode ser vista nos trabalhos Waridel et
al., 2001 e March et al., 2006.

A fragmentagdo do [M+H]" sob a energia de colisdo de 20 eV, forneceu ions filhos
caracteristicos, 313,08 m/z, referente a quebra da glicona na posicdo 0'ZX, [M+H* = 1201, o
ion 367,09 m/z, relacionado a fragmentacdo da glicona na posicdo “?X, juntamente com a
perda de duas dguas, representada pela letra “A” [M+H" — 30 - 2A]" e outros fragmentos que
podem ser visto na Figura 46.

Como podemos verificar, a aglicona ndo foi observada no espectro de massas, m/z

271, isto mostra que a energia de ativacdo da quebra entre o agucar e a flavona é maior que
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20 eV, justificado pela ligagao C-glicosidica entre a flavona e a glicona, pois em ligagdes O-

glicosidicas essa energia é suficiente para romper a ligacdo tal ligacao.

Figura 44. Espectro de massas obtido para o m/z 345,2401 com os metabélitos detectados, 2-hidroxisojatrogrossidiona
e/ou 2-epi-hidroxiisojatrogrossidiona.

Figura 45. Espectro de massas obtido para o m/z 317,2083 com os metabélito desreplicado, 3@, 142-hidroxipimara-
7,9(11),15-triene-12-ona.

Figura 46. Espectro de massas obtido para 0 m/z 433,1114 com os metabdlitos detectados vitexina e/ou isovitexina, com
o respectivo experimento tandem EMAR(IES)-EM? sob energia de colisdo de 20 eV.

A Figura 47, apresenta os mesmos flavonoides vistos acima, vitexina e/ou isovitexina,
no entanto, sob o tempo de retengdo de 14,3 minutos, Figura 42 coloragdao verde. O ion
majoritario foi bombardeado sob a energia de colisdo de 15 eV, fornecendo os mesmos ions

filhos descritos na Figura 46.

Figura 47. Espectro de massas obtido para o m/z 433,1115 com os metabélitos detectados vitexina e/ou isovitexina com
o respectivo experimento tandem em EMAR(IES)-EM2 sob energia de colisdao de 15 eV.

A Figura 48 nos mostra o espectro de massas para o m/z 579,1705, correspondente a
um flavonoide C-glicosilado nas posi¢oes 6 e 7 do anel A da flavona. O flavonoide glicosideo |

foi encontrado sob o tempo de retengdo de 15,6 minutos, Figura 42 coloragao rosa.

Figura 48. Cromatograma de ions totais para o0 m/z 579,1705 referente ao metabdlito detectado: Flavonoide glicosideo I.

As Figuras 49 e 50 correspondem aos espectros de massas obtido para os m/z
449,1060 e 449,1067 respectivamente. Estes ions conferem com os metabdlitos orientina
e/ou homoorientina citados na literatura como presente em algumas espécies do género
Jatropha.

Estas substancias foram detectadas sob o tempo de retencdo de 13,2 e 13,4 minutos
como pode ser visto na Figura 42, coloracao vermelho escuro.

Para a ion 449,1067 foi realizado um experimento de fragmentacdo através da
EMAR(IES)-EM? fornecendo ions filhos capazes de auxiliar na determinagao estrutural. O

perfil de fragmentacdo se assemelha ao encontrado para a vitexina ou isovitexina, Figura 47,
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sendo que a diferenca entre as massas encontradas é da ordem de 17 m/z referente a
hidroxila que forma o grupo catecol presente no anel B. Todos os ions filhos com as

respectivas fragmentagdes podem ser vistas na Figura 50.

Figura 49. Espectro de massas obtido para o m/z 449,1060 referente aos metabdlitos orientina ou homorientina.

O espectro de massas referente a massa 413,2684 m/z, Figura 51, corresponde ao
composto (E)-ferulato de tetradecila ja encontrado para a espécie Jatropha gossypifolia L. O
tal composto foi determinado sob o tempo de retenc¢do de 25,9 minutos, Figura 42 coloragao

bege.
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Figura 50. Espectro de massas obtido para o m/z 449,1067 e o perfil de fragmentagdo da orientina ou homorientina no
experimento tandem EMAR(IES)-EMZ sob energia de colisdo de 15 eV.

Figura 51. Espectro de massas obtido para m/z 413,2684 referente ao (E)-ferulato de tetradecila.
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4.4.2 Jatropha multifida -CLAE-DAD-EMAR(IES)-EM2

A primeira etapa do experimento CLAE-DAD-EMAR(IES)-EM? consistiu da geracdo do
perfil cromatografico do extrato bruto das folhas Jatropha multifida L. por CLAE-UV/DAD em

gradiente exploratério, Figura 52.

Figura 52. Perfil cromatogr &fico em UV/DAD para o extrato bruto das folhas de Jatropha multifida L.

Assim como discutido para a espécie Jatropha gossypifolia L. as bandas
cromatograficas referentes aos tempos 13,2, 13,5, 13,8 e 14,3 minutos possuem 0s mesmos
espectros de ultravioleta, e portanto, sugerem a presenca dos mesmos metabdlitos ja

relatados para a J. gossypifolia, Figura 53.

Figura 53. Perfil cromatogr afico referente ao intervalo de 12 a 16 minutos com os respectivos espectros de UV para o
extrato bruto das folhas de Jatropha gossypifolia L.

A seguir é mostrado cromatograma de ions totais encontrados para o extrato foliar da

espécie Jatropha multifida L., com os respectivos ions extraidos do experimento, Figura 54.

Figura 54. Cromatogramas de ions totais com os respectivos ions extraidos para J. multifida L. ion 565 m/z (verde); 449
m/z (vermelho escuro); 433 m/z (azul); 301 m/z (rosa) e 413 m/z (vermelho).

Os ions majoritarios de J. multifida, Figura 54, foram detectados com o auxilio do
diciondrio de produtos naturais. Na Tabela 10 sdo apresentados os ions observados no
cromatograma de ions totais, os dados do dicionario de produtos naturais, o erro
experimental, o nome dos compostos e a fonte de origem de cada composto.

Tabela 11. Valores de m/z obtidos para J. multifida comparados com o dicionario de produtos naturais (DNP), erros em
ppm, nome dos compostos detectados e a fonte natural.

* [M+Na]"

As Figuras 55 e 56 representam os espectros de massas referentes aos m/z 433,1103
e 433,1121, os mesmos compostos vitexina e isovitexina encontrados para Jatropha
gossypifolia. Além disso, esses metabdlitos foram detectados sob os mesmo tempos de
retencao da J. gossypifolia 13,9 e 14,3 minutos, confirmando e justificando as moléculas

detectadas, Figura 54 colorac¢do azul.
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Adicionalmente, podemos observar que o perfil de fragmentacdo obtido no
experimento tandem EMAR(IES)-EM?, de ambas as moléculas, correspondem aos mesmo
ions filhos encontrados para espécie J. gossypifolia permitindo assim detectar e relatar pela

primeira vez, esses flavonoides na espécie J. multifida.
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Figura 55. Espectro de massas obtidos para o0 m/z 433,1114 e o perfil fragmentagdo da vitexina e/ou isovitexina obtidos
através do experimento tandem EMAR (IES)-EM2 sob energia de colisdo de 15 eV.

Figura 56. Espectro de massas obtido para o0 m/z 433,1121 e o perfil fragmentagdo da vitexina e/ou isovitexina através
do experimento tandem EMAR(IES)-EM2 sob energia de colisdo de 15 eV.

Os mesmos metabdlitos, orientina ou homoorientina, foram também detectados, no
extrato das folhas da Jatropha multifida L. O espectro de massas pode ser visualizado na
Figura 57. O tempo de retencdo determinado pelo cromatograma de ions totais para o

composto foi de 13,5 minutos, Figura 54 coloragcdo vermelho escuro.

Figura 57. Espectro de massas obtido para m/z 449,1042 referente aos metabdlitos orientina ou homorientina.

Um outro flavonoide da classe das flavonas C-glicosiladas foi encontrado nas folhas J.
multifida L., o schaftosideo m/z 565,1516, como pode ser visto na Figura 58.

Assim como os flavonoides ja descritos, vitexina e orientina, o schaftosideo
apresenta algumas fragmentacGes tipicas de quebra de glicona. No entanto, como essa
flavona é formada por um dissacarideo, elas podem fragmentar em diferentes regides
moleculares e assim, produzir um nimero muito maior de ions com diferentes perdas de
massa.

No entanto, inicialmente notamos as perdas subseqiientes de 6 unidades de agua
[M+H -A]* e a quebra da glicona em [M+H 2% — A]". Assim como para vitexina ou orientina
vemos o mesmo perfil de fragmentacdo de flavonoides C-glicosilados, justificando a ligacao
C-glicosidica e permitindo a sua deteccdo. Este composto foi eluido sob o tempo de 13,2

minutos, Figura 54 coloragao verde.
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(a)

(b)

Figura 58. Espectro de massas obtidos para m/z 565,1516 referente aos perfis de fragmentagdo do schaftosideo ou
isoschaftosideo no experimento tandem EMAR(IES)-EM2 sob energia de colisdo de 15 eV (a) e 20 eV (b).

Assim como para a Jatropha gossypifolia a substancia (E)-ferulato de tetradecila foi
detectada para o extrato das folhas da Jatropha multifida. A respectiva molécula com m/z
413,2683 foi detectada sob o mesmo tempo de retengdo encontrado na J. gossypifolia
ressaltando, uma vez mais, a presenca e compatibilidade dos cromatogramas dos
metabdlitos encontrados nos extratos brutos. O espectro de massas do (E)-ferulato de pode

ser visualizado na Figura 59.

Figura 59. Espectro de massas em m/z 413,2683 para o (E)-ferulato de tetradecila.

Dentre os metabdlitos ja isolados paras as espécies J. gossypifolia e J. multifida,
Tabelas 10 e 11, foi possivel, com o auxilio das técnicas hifenadas, detectar os compostos
acima sem a necessidade de um prévio isolamento, e portanto, diminuindo custos ao
laboratodrio, acelerando o processo de deteccdo, permitindo localizar o alvo molecular com
mais facilidade, assim como, reduzir o impacto ambiental causado pelos solventes utilizados
nas etapas de isolamento e purificagao.

Assim sendo, técnicas de desreplicagdo sao imprescindiveis na inovagdao e
desenvolvimento em estudos na quimica produtos naturais, pois permitem ao pesquisador

explorar, de maneira racional, a complexa rede metabdlica em matrizes complexas.
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4.4.3 Orthezia praelonga Douglas- CLAE-DAD-EMAR(IES)-EM?

As cochonilhas sdao pequenos insetos que vivem nas folhas, ramos e troncos das
plantas, sugando a seiva com auxilio de seu aparelho bucal (picador-sugador) Figura 60. A
ortézia, Orthezia praelonga Douglas, é uma cochonilha, também conhecida como piolho-
branco, de origem Neotropical, sem carapaca e de grande importancia econdmica,
prejudicando a planta direta e indiretamente pois, sugando a seiva, além de enfraquecé-la,
possibilita o desenvolvimento do fungo Capnodium sp. sobre os restos de sua alimentacao,
causando a fumagina, uma pelicula escura que cobre as folhas impedindo processos
fotossintéticos e respiratdrios, provocando a queda das folhas e frutos e, por fim tornando a
planta fraca e improdutiva (NEVES et al., 2006; MILLER et al., 2005; GUIRADO et al., 2001).

O. praelonga apresenta laminas de cera dispostas no dorso e nas margens do corpo,
sendo que as fémeas, cerca de quatro dias apds o acasalamento, desenvolvem uma estrutura
no abdome chamada ovissaco, formado por diversos bastonetes de cera branca unidos, onde
colocam seus ovos e protegem as ninfas recém-nascidas até a primeira ecdise ou muda
(NEVES et al., 2006).

Estas cochinilhas foram encontradas nas partes abaxiais das folhas da espécie J.
multifida. Afim de avaliar os metabdlitos produzidos pela Orthezia praelonga foram
realizados experimentos hifenados CLAE-DAD-EMAR(IES)-EM?, do extrato bruto metandlico
do inseto. A Figura 61, mostra o perfil cromatografico do extrato metandlico do afideo

Orthezia praelonga pela técnica CLAE-UV/DAD em gradiente exploratorio.

(a) (b)

(c)

Figura 60. (a) Folha Jatropha multifida sob presenca do inseto Or raelonga Do ‘b) Orthezia praelonga
Douglas sob o caule de J. multifida; (c) Foto ampliada do inseto; se ninfado ma "a 0 acasalamento.
A partir do espectro de UV/DAD da amost. n composto ) tempo de retencao

- A~

de 10,9 minutos apresentou as seguintes bandas 2= figura 62, sugerindo a

estrutura de um flavonoide.



91RESULTADOS E DISCUSSAO

As bandas de absor¢gao maxima dos flavonoides localiza-se entre 235-285 nm
referente ao anel A e, entre 300 e 500 nm, (dependendo do padrdo de substituicdo e

conjugacdo) para o anel C (RIJKE, et al., 2006).

Figura 61. Perfil cromatogr &fico de CLAE-UV/DAD sob trés comprimentos de onda 254, 280 e 330 nm para o extrato
metandlico da espécie Orthezia praelonga.

Figura 62. Perfil cromatogr aficoem CLAE-UV/DAD em 280 nm sob intervalo de 6,5 a 15,0 min para a espécie
Orthezia praelonga.

Em seguida é mostrado o cromatograma de ions totais do extrato bruto da espécie
Orthezia praelonga coletada a partir das folhas da espécie Jatropha multifida, Figura 63. O
espectro de massas do composto sob tempo de retengao de 10,9 minutos mostra a presenca

do ion de massa 573,1344 m/z, Figura 64.

Figura 63. Cromatograma de ionstotais e linha preta e ion filtrado pelo softwar e de 449 m/z linha ver melha do extrato
bruto da espécie Orthezia praelonga.

Figura 64. Espectro de massas obtido para o ion majoritario detectado sob o tempo de retencéo de 10,9 minutos.
Até o momento, a espécie Orthezia praelonga nunca foi estudada quanto a sua
composi¢dao quimica, dificultando o processo de desreplicagdao dos principais metabdlitos
produzido pelo afideo. No entanto, um experimento tandem foi realizado sob o tempo de

10,9 minutos para obtermos mais informacdes sobre essa molécula, Figura 65.

A fragmentagao obtida sob energia de colisao de 5 eV, forneceu ions correspondentes
a 449,10 m/z, mais intenso, e 421,11 m/z. Podemos destacar que o ion 449,10 foi observado
para ambas as espécies de Jatropha, sendo detectado como um flavonoide da classe das
flavonas, mas especificamente, uma luteolina C-glicosilada, conhecida como orientina ou
homoorientina dependendo da posicdo da glicona. Podemos ainda destacar que o perfil do
espectro de UV/DAD nos mostra bandas correlacionadas a classe dos flavonoides, reforcando

a presenca desse metabdlito no inseto.

A partir do resultados de UV/DAD e espectrometria de massas de alta resolucdo,

podemos propor que a espécie Orthezia praelonga acumula o flavonoide, orientina ou
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homorientina e ainda o biotransforma no composto detectado 573,1344 m/z de alta

resolucdo.

Figura 65. Espectro de massas EM? para o m/z 573,1624 sob o tempo de retencdo de 10,9 minutos.
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4.5 Detecgao de Metabdlitos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Novas técnicas do estado da arte em desreplicagdo estdao sendo implementadas no nosso
grupo para suprir as deficiéncias nas metodologias atualmente utilizadas. Dentre elas
podemos destacar a deteccdo de metabdlitos em matrizes complexas através da técnica de
ressonancia magnética nuclear, RMN. No entanto, a complexidade das informacgGes é muito
maior, e o auxilio de novas ferramentas computacionais, e de processamento de dado,

tornar-se imprescindivel para interpretacdo dos dados gerados.

Umas das ferramentas atualmente disponivel no mercado, é o software MestReNova ver.
6.0.2-5475 (Mestrelab research S.L, Santiago da Compostela, ESP). Este software é capaz de
processar os dados de decaimento de inducdo livre (FID), assim como, simular espectros
virtuais dos principais nucleos atémicos, tais como, lH, 13C, 15N, *0 com margem de acerto
acima dos 95%. Ainda o algoritmo de predicdo permite a correcdo dos dados simulados
através da substituicdo com deslocamentos quimicos ja reportados para um quimiotipo,

permitindo a construcdo de padrdes virtuais de alta confiabilidade.

Com isso podemos avaliar os principais deslocamentos quimicos a partir da comparagao
dos espectros virtuais e reais das moléculas previamente isoladas e relatadas para espécie,
género e até mesmo para a familia em que planta de estudo esta inserida, complementando

os dados de desreplicacdo obtidos por outras técnicas de desreplicacao.

O extrato foliar otimizado de ambas as espécies foi avaliado utilizando a técnica de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio 'H RMN. A principio, o extrato bruto foi
solubilizado em MeOH:H,0 na proporc¢do 1:1 e submetido a filtragem em cartucho C-18 sob
fase movel de MeOH:H,O (1:1). Em seguida, uma segunda condicdo de eluicdo, (100%
MeOH), foi submetida ao cartucho que continha os metabdlitos retidos da primeira etapa.
Portanto, dividimos o nosso extrato bruto em duas porcbes, uma sendo de maior
polaridade, contendo provavelmente aclcares e compostos fendlicos e, outra composta

principalmente por moléculas lipofilicas.

Apds secagem, os extratos obtidos dessa primeira etapa de separagdo, foram
solubilizados em DSMO ds. As condi¢cbes experimentais de cada um dos ensaios foram

realizadas sob os mesmos parametros afim de compara-los posteriormente.
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A metodologia utilizada para a desreplicagdo através de RMN iniciou-se com a elaboragdo
dos padrdes virtuais de *H RMN de cada molécula previamente detectada através do uso do
software de predicdo Modgraph NMR Predict desktop (Mestrelab research S.L, Santiago da
Compostela, ESP). Essas predicbes foram realizadas em condi¢Ges idénticas as analises
realizadas com extratos foliares de J. gossypifolia L. e J. multifida L., na freqiéncia de 11.7 T

em DMSO dg.

Os espectros virtuais de 'H RMN dos flavonoides e do (E)-ferulato de tetradecila
foram comparados com o espectro real do extrato hidroalcodlico de ambas as espécies. Os
deslocamentos quimicos obtidos para os flavonoides foram comparados com os dados da
literatura e aqueles ndo reproduzidos pelo algoritmo de predi¢cdo foram corrigidos através
dos dados reais.

Abaixo segue a estrutura basica dos principais compostos simulados, Figura 66. A
Figura 67, mostra os espectros "H RMN, para as amostras reais do extrato hidroalcdolico das
espécies J. gossypifolia L. e J. multifida L. e os espectros virtuais dos flavonoides vitexina,

isovitexina, orientina e homorientina assim como o (E)-ferulato de tetradecila.

(a) (b)

Figura 66. M oléculas base dos espectro virtuais de '"H RMN (a) Flavonoide (coloragéo vermelha refere-se a glicona na
posicdo C-6 da isovitexina e homorientina, azul, refere-se a glicona na posi¢do C-8 da vitexina e orientina, laranja,
refere-se a hidroxila ligada ao carbono C-4' da vitexina e isovitexina, verde e laranja, refere-se ao grupo catecol
pertencente a orientina e homorientina); (b)(E)-ferulato detetradecila.

Figura 67. Espectro reais de 'H RMN dos extr atos hidroal codlicos das espécies J. gossypifolia L. e J. multifida L. e os
espectros de *H RMN simulado para as flavonoides detectados por CLAE-DAD-EMAR(IES) e o (E)-ferulato de
tetradecila.

Para a andlise dos espectros de 'H, foram selecionadas as regides com sinais
caracteristicos para os metabdlitos detectados. A primeira regido expandida para analise foi

sob o intervalo de 4,21 a 4,43 ppm, Figura 68.

A presenca de substituintes hidroxila (OH) provenientes de hexoses, geram sinais com
deslocamentos quimicos entre 4,20 a 4,40 ppm. A simulacdo dos espectros de 'H RMN das
moléculas propostas proporcionou sinais caracteristicos para as hidroxilas presentes na

glicona dos flavonoides na faixa de 4,30 e 4,37 ppm.
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A comparagao dos sinais simulados com os obtidos pela analise de RMN dos extratos
reais das Jatrophas permitiu detectar a presenca destes substituintes na fracao hidroalcodlica

do extrato bruto, conforme ilustrado na figura 68.

Figura 68. Comparacao dos espectros de *H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetradecila com os espectros do extratos hidroalcodlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 4,20 a 4,43 ppm.

A Figura 69 mostra o espectro expandido sob a regido entre 4,45 e 4,80 ppm. A partir
dos 6 obtidos para os flavonoides podemos notar a presenga de dubletos entre 4,55 e 4,71

ppm referente a hidrogénios metilénicos do carbono anomérico do agucar.

Nos espectros para as espécies de Jatropha podemos observar dubletos com
deslocamentos quimicos em torno de 4,59 e 4,69 ppm. No entanto, para a espécie J.
gossypifolia observamos um multiplicidade distinta em torno de 4,59 ppm sugerindo um
duplo dubleto. Entretanto, esta multiplicidade é devido a sobreposicdo dos hidrogénios

ligados ao carbono anomérico dos principais flavonoides.

Os deslocamentos quimicos referentes ao hidrogénio da ligacdo dupla entre os
carbonos H-2 e H-3 do anel C referente as flavonas, estao localizados entre 6,20 a 6,80 ppm

caracterizados por um singleto.

Figura 69. Compar acéio dos espectros de '"H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetradecila com os espectros do extratos hidroalcodlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 4,45 a 4,80 ppm.

A Figura 70, mostra esta regidao do espectro de 'H RMN entre 6,62 a 6,84 ppm.
Podemos observar que no espectro do extrato hidroalcodlico da espécie J. gossypifolia temos
a sobreposicdo dos deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios insaturados na
posicdo H-3 entre 6,75 e 6,77 ppm. Para espécie J. multifida, os mesmos sinais de hidrogénio

estdo localizados entre 6,72 e 6,74 ppm.

Para espectro virtual do (E)-ferulato de tetradecila observamos sinais de dubletos
nesta regido de 6,62 a 6,84 ppm. O primeiro sob o & de 6,66 ppm com constante de

acoplamento J-7,52 Hz referente ao acoplamento orto do hidrogénio do carbono H-3 com o
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H-4. O segundo dubleto em 6,71 ppm esta associado ao acoplamento meta, J-1,55 Hz, do

hidrogénio H-6 com H-4, Figura 70.

Ao observar o espetro para J. gossypifolia podemos concluir a presenca de tais sinais
do (E)-ferulato de tetradecila sob os deslocamentos quimicos: 6,72 ppm para o acoplamento

meta e 6,68 ppm para o acoplamento orto, Figura 70.

Figura 70. Compar agéo dos espectros de *H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetradecila com os espectros do extratos hidroal codlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 6,62 a 6,84 ppm.

A figura 71 mostra os mesmos sinais referentes ao hidrogénio da flavona em H-3 para
homorientina a 6 de 6,59 ppm. Estes sinais podem ser observamos para as ambas as
espécies de Jatropha. Para o (E)-ferulato de tetradecila, a presenca de um dubleto em torno
de 6,50 ppm refere-se ao acoplamento em E (entgegen, que significa em alem3o, oposto) ou
trans, com constante de acoplamento de J — 15,29 Hz, do hidrogénio do éster a, B,

insaturado em H-8, H-9 e H-10.

Segundo a Figura 71 verifica-se a presenca dos sinais referentes ao acoplamento E

para a espécie J. gossypifolia sob o 6§ de 6,52 ppm e J-14,52 Hz.

A Figura 72 mostra o espectro de 'H RMN expandido sob o intervalo de 6,80 a 7,04
ppm. Sob este intervalo observamos para os espectros da vitexina e isovitexina, a presenca
de um dubleto em torno de 6,90 e 6,92 ppm respectivamente, associados ao acoplamento
orto dos hidrogénios aromaticos nas posi¢cdes H-3’-H-2’ e H-5'-H-6’ do anel B. No entanto
para a orientina e homorientina temos apenas um destes acoplamentos orto pois estes
flavonoides apresentam um grupo catecol no anel B. O deslocamento quimico deste

hidrogénio aromatico também se deu um 6,90 ppm.

Estes sinais foram observados para os espectros da ambas as espécies de Jatropha

referentes ao acoplamento orto dos hidrogénios aromaticos do anel B.

Figura 71. Comparacdo dos espectros de *H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetradecila com os espectros do extr atos hidroal codlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 6,45 a 6,62 ppm.
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A Figura 73 mostra o espectro de 'H RMN sob a regido de 7,35 a 7,54 ppm. Nessa
regido do espectro, a homorientina e a orientina apresentam um dubleto referente ao
acoplamento meta entre o hidrogénio aromatico H-2’ com H-6’, J-1,57 Hz em torno de 7,42
ppm no anel B. Um segundo sinal caracteristico para esses flavonoides, é a formacdo de um
duplo dubleto entre 7,45 e 7,50 ppm referente ao acoplamento orto (J-7,54 Hz) do
hidrogénio aromatico do carbono C-6’ com o C-5’ e o acoplamento meta entre H-6" e H-2' (J -
1,54 Hz). Estes sinais sdo observados para ambos os espectros do extrato hidroalcodlico das
espécies de Jatropha, 6 em torno de 7,53 ppm para duplo dubleto e aproximadamente 7,47

ppm para o dubleto.

Figura 72. Compar acéio dos espectros de '"H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetr adecila com os espectros do extratos hidroalcodlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 6,80 a 7,04 ppm.

Figura 73. Compar acéio dos espectros de '"H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetr adecila com os espectros do extr atos hidroalcodlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 7,35 a 7,56 ppm.

A Figura 74, mostra os espectros de hidrogénio sob o intervalo de 7,74 a 8,14 ppm. A
vitexina e a isovitexina apresentam os sinais referentes ao acoplamento orto entre os
hidrogénios aromaticos do anel B, H-2" com H-3’e H-6’ com H-5’, também observados para os

espectros reais dos extratos hidroalcodlicos das espécies estudadas.

A Figura 75, mostra os espectros *H RMN reais, (J. gossypifolia e J. multifida) e virtuais
corrigidos (flavonoides e (E)-ferulato de tetradecila) sob a regido de 13,00 a 13,75 ppm. Tanto
para os espectros reais como para os virtuais foram encontrados singletos em 13,15 e 13,55
aproximadamente, exceto para o (E)-ferulato de tetradecila, referentes ao hidrogénio

guelado da hidroxila OH-5 com a carbonila do carbono C-4.

Figura 74. Compar agéo dos espectros de *H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetradecila com os espectros do extr atos hidroal codlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 7,74 a 8,14 ppm.

Figura 75. Compar acéo dos espectros de *H RMN dos flavonoides vitexina, isovitexina, orientina e homorientina e
(E)-ferulato de tetr adecila com os espectros do extratos hidroalcodlicos das folhas de J. gossypifolia L. e J. multifida L.
sob o intervalo de 13,00 a 13,75 ppm.
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Fica evidente o potencial da RMN como ferramenta de desreplicacdo para os
metabdlitos descritos, confirmando as propostas obtidas nas demais técnicas, e ainda
fornecendo informagdes mais especificas sobre a estrutura dos compostos, como as posi¢oes
das hidroxilas, acucares e associacOes através de pontes de hidrogénio, revelando

quimiotipos e relagdes intramoleculares de interesse para elucidagdes in situ.
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5. CONCLUSOES FINAIS

No presente trabalho foram analisados os extratos brutos das espécies Jatropha
multifida e J. gossypifolia fazendo uso de ferramentas quimiométricas de vanguarda que,
auxiliaram no processo de otimizacdo de extracdo do extrato bruto assim como, na obtencdo

dos fingerprints obtidos da técnica acoplada CLAE-UV/DAD.

Para J. gossypifolia a mistura 1 : 1 cloroférmio : isopropanol apresentou a melhor
condicdo de extracdo enquanto para J. multifida a composi¢do 23 : 16 : 1/6 de etanol :
acetona : 1,4 dioxano foi a que obteve a melhor resposta. O fingerprint cromatografico para
J. gossypifolia foi obtido utilizando como fase estaciondria uma coluna monolitica C-18. A
fase mével foi composta por dgua e uma mistura de solventes organicos, MeOH : ACN , 68 :
32, em gradiente exploratorio de 5-100% fase organica. A temperatura da coluna foi mantida

em 30 °C, o fluxo em 2,0 mL'min™ e o volume de injeg3o de 30 pL.

Para J. multifida foi utilizada como fase estaciondria uma coluna C-18. A fase moével
foi composta por agua e uma mistura MeOH : ACN 1 : 1 em gradiente exploratério 5-100%
fase organica. A temperatura de coluna foi de 40 °C, o fluxo foi de 2,5 mL-‘min™ e o volume de

injecao foi de 30 pL.

Os bioensaios in vitro, conversao do reagente DPPH (acdo antioxidante), inibicao da
polimerizacdo da hematina bovina (acdo antimaldrica), inibicdo enzimatica de
acetilcolinesterasica (doenca de Alzheimer) e o ensaio da inibicdo do crescimento de fungos
fitopatégenos realizados para os extratos brutos otimizados em ambos os espécimes nao

apresentaram atividades significativas quando comparados com os padroes.

A detecgdo dos metabdlitos e a desreplicagao dos extratos permitiram a identificagao
de algumas classes de substancias tipicas para o género Jatropha como terpenos e
flavonoides. A estratégia desenvolvida na desreplicacdo dessas matrizes complexas utilizou-
se da abordagem in silico através da comparacdo e andlise dos dados espectrométricos
obtidos dos experimentos CLAE-DAD-EMAR(IES)-EM? com bases de dados que compilam
dados de massas de alta resolu¢gdo como por exemplo o Dicionario de Produtos Naturais de

Chapman & Hall, juntamente com novas abordagens de desreplicagio em RMN, ambas
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criticas no que se refere a geracdo de dados estruturais relevantes com o objetivo de elucidar

in situ os metabdlitos majoritarios encontrados.

Uma série de flavonoides pertencentes a classe das flavonas C-glicosiladas foram
detectadas através do perfil de fragmentacdo dos experimentos tandem, espectros de UV e

pelos experimentos em RMN, assim como alguns diterpenos e o (E)-ferulato de tetradecila.

Para a J. gossypifolia foram detectados sete compostos sendo trés diterpenos, (42)-
jatrogrossidentadiona/(4E)-15-epi-jatrogrossidentadiona, 2-hidroxiisojatrogrossidiona /2-epi-
hidroxiisojatrogrossidiona e 3B, 14o-hidroxipimara-7,9(11),15-triene-12-ona,  trés
flavonoides, vitexina/isovitexina, orientina/homoorientina e o Flavonoide glicosideo | e o (E)-
Ferulato de tetradecila. Na Jatropha multifida foram detectados 4 compostos. Sendo trés
flavonoides, vitexina/isovitexina, orientina/homoorientina e o schaftosideo/isoschaftosideo,

e o (E)-ferulato de tetradecila.

Ainda, visando o entendimento de relacdes quimio-ecoldgicas dessas espécies junto
ao inseto Orthezia praelonga foram detectadas bandas no espectro de UV referentes a
transicGes eletrénicas tipicas de flavonoides da classe das flavonas e a partir do perfil de
fragmentacdo do espectro de massas de alta resolucdo foi possivel sugerir a
biotransformacdo do flavonoide orientina/homorientina. Para podermos elucidar a estrutura
detectada, experimentos bidimensionais em RMN assim como novos estudos de
fragmentacdo tandem deverdo ser realizados. Esta abordagem em estudos de ecologia
guimica abre uma série de possibilidades de pesquisa dentro de nosso grupo visando a

exploracdo racional de relagdes troficas mais complexas entre plantas e insetos.

Neste trabalho, o desenvolvimento de técnicas de desreplicagao pela espectroscopia
de RMN foi um desafio inovador na busca por informaces estruturais em matrizes
complexas. Na etapa inicial foram elaborados os padrées virtuais de 'H RMN ja detectados

pelas técnicas anteriormente descritas.

Em seguida, com auxilio de softwares de ultima geracdo foi possivel comparar os
espectros de 'H RMN reais pertencentes aos extratos foliares de J. gossypifolia e J. multifida
com aqueles gerados virtualmente e, corrigidos com o auxilio dos dados experimentais

reportados na literatura.
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A aplicacao desta abordagem forneceu informagdes especificas quanto a estrutura

dos metabdlitos ndo reportadas pela espectrometria de massas (EM) e ultravioleta.

Os resultados obtidos neste trabalho revelam a importancia da aplicacdo de novas
metodologias de analise para o processo extrativo e para os sistemas de separag¢do, assim
como, o desenvolvimento de técnicas de desreplicagcdo inovadoras aplicadas ao estudo de
espécies vegetais, como as espécies de Jatropha, permitindo o entendimento da matriz
complexa como um todo e, fornecendo subsidios para elucidagdes in situ das moléculas

majoritarias.
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