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RESUMO

O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de cana-de-agucar. O seu
cultivo ocupa cerca de 8 milhées de hectares e apresenta duas safras anuais, 0
que garante a producao de acucar e etanol para os mercados interno e
externo, sendo assim uma cultura de grande interesse econémico para o pais.
Baseando-se na necessidade de uma avaliacdo sistematica do metabolismo
primario e secundario da cana-de-aglcar, visando a obtencdo de um perfil
metabdlico detalhado de varios cultivares e a construgdo de um banco de
dados metabdlicos desta espécie, este projeto de mestrado teve como objetivo
caracterizar os metabdlitos nao volateis presentes em amostras de extratos de
cana-de-agucar, usando técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e cromatografia gasosa (CG), acopladas a métodos espectrométricos
de alto desempenho (DAD e EM), padrdes comerciais e analises por RMN off
line. As estratégias utilizadas consistiram na particdo do extrato hidroalcodlico
de folhas de cana-de-acucar por extracédo liquido-liquido e posteriormente
fracionamento por extracdo em fase solida C18, obtendo-se fragdes de menor
complexidade. As fracbes obtidas foram analisadas por RMN, CLAE-DAD-EM,
CLAE-EM/EM e CG-EM. A analises por CLAE-DAD-EM e CLAE-IES-EM/EM
possibilitaram a identificacdo de duas séries de isbmeros de posicao de acidos
clorogénicos (acido 3-cafeoilquinico, acido 4-cafeoilquinico e acido 5-
cafeoilquinico; &cido 3-feruloilquinico, acido 4-feruloilquinico e &acido 5-
feruloilquinico) e de cinco flavondides glicosilados (orientina, vitexina,
diosmetina-8-C-glicosideo, tricina 4’-O-(eritro ou treo)-guaiacilgliceril éter-7-O-
glucopiranosideo e swertisina). Estas técnicas mostraram-se eficientes
ferramentas na identificagdo de substancias em misturas e os experimentos de
EM?2 e EPI (espectro de ions produto) foram de grande importéncia para a
confirmagéo destas identificagdes. Os experimentos por CG-EM resultaram na
identificagdo de 61 metabdlitos presentes nas fragcées analisadas, sendo
principalmente: aminoacidos, acidos organicos, alcoois de agucar, agucares e
acidos clorogénicos. A sililagdo das amostras possibilitou a volatilizagéo e
estabilidade destes metabdlitos polares. A identificagdo deste grande numero
de substancias foi possivel devido a comparacdo dos espectros de massas
com as bibliotecas de dados (NIST e WILEY) e dos indices de retencao
calculados com os encontrados na literatura.

Palavras-chave: Cana-de-aglcar. CLAE-EM. CG-EM. Acidos clorogénicos.
Flavondides glicosilados.



ABSTRACT

Brazil is currently the largest producer of sugarcane. lts cultivation occupies
about 8 million hectares and has two harvests per year, which ensures that
Brazil produces sugar and ethanol to the domestic and foreign markets.
Therefore, this is a crop of great economic interest for the country. Based on
the need for a systematic evaluation of primary and secondary metabolism of
sugarcane in order to obtain a comprehensive metabolic profile of sugarcane
cultivars and building a metabolic database of this species, this project has as
objective to characterize the non-volatile metabolites present in samples of
extracts from cane sugar leaves, using high performance liquid
chromatography (HPLC) and gas chromatography (GC) hifenated with
spectroscopic methods (DAD and MS), trading standards and off-line analysis
by NMR. The strategies used included the liquid-liquid partition of
hydroalcoholic extract from leaves and subsequent fractionation by solid phase
extraction on C18, to obtain fractions with lower complexity. The fractions were
analyzed by NMR, HPLC-DAD-MS, GC-MS and HPLC-MS/MS. The analysis by
HPLC-DAD-MS and HPLC--MS/MS allowed the identification of two sets of
position isomers of chlorogenic acid (3-caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid
and 5-caffeoylquinic acid; 3-feruloylquinic acid, 4-feruloylquinic acid and 5-
feruloylquinic acid) and five flavonoid glycosides (orientin, vitexin, diosmetin-8-
C-glucoside, tricin 4'-O-(erythro or threo guaiacylglyceryl) ether-7-O-
glucopyranoside and swertisin). These techniques are an effective tool to
identify substances in mixtures and the experiments of MS? and EPI (product
ion spectrum) were very important to confirm these identifications. The GC-MS
experiments resulted in the identification of metabolites present in the 61
fractions analyzed, and especially: amino acids, organic acids, sugar alcohols,
sugars and chlorogenic acids. Derivatization of the samples with MSTFA
allowed to volatilization and stability of these polar metabolites. The
identification of this large number of substances was made possible by
comparison of mass spectra with library data (NIST and Wiley) and retention
rates calculated with the literature

Keywords: Sugarcane. HPLC-MS. GC-MS. Chlorogenic acids. Flavonoid
glycosides.



Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.
Figura 4.

Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.
Figura 10
Figura 11
Figura 12
Figura 13

Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17

Figura 18
Figura 19

Figura 20.
Figura 21.
Figura 22.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.

Figura 26.

LISTA DE FIGURAS

Mapa da producao de cana-de-agucar no Brasil.

Compostos fendlicos e estilbenos ja identificados em amostras de

cana-de-agucar ou em produtos obtidos a partir da planta.

Lignanas identificadas como constituintes de “kokuto”, no Japéo.

Flavonas e antocianinas ja identificadas em estudos quimicos de

cana-de-acgucar.

Triterpenos identificados em estudos quimicos de cana-de-agucar.

Esterdides identificados em estudos quimicos de cana-de-agucar.

Mecanismo de uma reagao de oximagao.

Exemplo de uma reagédo de metoximagéo seguida de sililagao

de um esteroide.

Isbmeros syn e anti das oximas.

. Esquema de um analisador de ion-trap.

. Esquema de um analisador de triplo quadrupolo.

. Fluxograma dos processos experimentais realizados.

. Fluxograma do processo de fracionamento por extragéao
liquido-liquido do extrato hidroalcodlico.

. Cromatogramas do extrato hidroalcoodlico e das fra¢des obtidas

por extracdo liquido-liquido em CLAE-DAD, registrados em 254 nm.

. Cromatogramas das subfragdes obtidas por EFS-C18 analisadas
por CLAE-DAD, registrados a 254 nm.

. Espectro de RMN de "H obtido para a F1.

. Espectro de RMN de 'H obtido para a F2.

. Espectro de RMN de 'H obtido para a F3.

. Espectro de RMN de "H obtido para a F4.

Espectro de RMN de 'H obtido para a F5.

Espectro de RMN de 'H obtido para a F6.

Espectro de RMN de 'H obtido para a F7.

Acidos clorogénicos identificados por CLAE-DAD-EM.

Flavondides identificados por CLAE-DAD-EM.

Espectro de ion produto do ion precursor m/z 353, do

acido 4-cafeoilquinico.

Espectro de ion produto do ion precursor m/z 353, do

acido 3-cafeoilquinico.

19

22
23

24
25
26
31

31
31
38
39
42

43

50

52
53
53
54
54
54
55
55
68
68

70

71



Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.
Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.
Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.

Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.
Figura 45.

Figura 46.
Figura 47.

Figura 48.

Espectro de ion produto do ion precursor m/z 353, do

acido 5-cafeoilquinico.

Espectro de ion produto do ion precursor m/z 367, do

acido 4-feruloilquinico.

Espectro de ion produto do ion precursor m/z 367, do

acido 3-feruloilquinico.

Espectro de ion produto do ion precursor m/z 367, do

acido 5-feruloilquinico.

Estrutura quimica geral de uma flavona.

Confirmagao da identificacdo da orientina (MM: 448). EPI no modo
positivo do ion m/z 449 e EPIl no modo negativo do ion m/z 447.
Confirmacao da identificagcao da vitexina (MM: 432). EPI no modo
positivo do ion m/z 433 e EPI no modo negativo do ion m/z 431.

Confirmacao da identificagdo da diosmetina-8-C-glicosideo (MM: 462).

EPI no modo positivo do ion m/z 463 e EPI no modo negativo do

ion m/z 461

Confirmacao da identificacao da tricina 4’-O-(eritro ou treo)-
guaiacilgliceril éter-7-O-glucopiranosideo (MM: 688). EPI no modo
positivo do ion m/z 689 e EPI no modo negativo do ion m/z 687.

TIC (cromatograma de ions totais) da subfracdo F4 no modo positivo;
EM? do fon m/z 447 no modo positivo.

Cromatogramas obtidos por CG-DIC e CG-EM para a fragdo FH.O.

Cromatogramas obtidos por CG-DIC e CG-EM para a subfragéo F1e2.

Cromatogramas obtidos por CG-DIC e CG-EM para a subfragéo F3.
Cromatogramas da amostra de padroes de n-alcanos analisados por
CG-DIC e CG-EM.

Cromatograma da mistura de padroes 1 analisada por CG-EM.
Cromatograma da mistura de padroes 2 analisada por CG-EM.
Cromatograma da mistura de padrées 3 analisada por CG-EM.
Cromatograma da mistura de padrées 4 analisada por CG-EM.
Espectros de massa obtidos para os isdbmeros de posicao do

acido cafeoilquinico.

fons caracteristicos da fragmentacéo do acido cafeoilquinico.
Espectros de massa obtidos para os isbmeros de posi¢ao do

acido feruloilquinico.

lons caracteristicos da fragmentacéo do acido feruloilquinico.

71

72

73

73
74

75

76

77

78

79
80
81
81

82
83
83
83
84

87
88

88
89



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

LISTA DE TABELAS

Massas das fragdes obtidas por extracao liquido-liquido de

20gdo extrato hidroalcodlico.

Massas das subfracdes obtidas por extracdo em fase sélida

em C18 da subfracdo BuOH.

Metabolitos identificados por CG-EM com seus respectivos tempos

de retencéo (tR), indice de retencao calculado (IRca), indice de
retencao encontrados na literatura (IR.;), porcentagem de similaridade
do espectro de massas com a biblioteca de dados e as fragdes em
que foram identificados os metabdlitos.

Abundancia relativa (%) dos ions m/z 345 e m/z 307 para os isbmeros

de posicéao do acido cafeoilquinico trimetilsililado.

49

51

85

88



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AcOEt: Acetato de etila

CG: Cromatografia gasosa

CLAE: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

DAD: Detector de arranjos de diodos

DIC: Detector de ionizacao em chama

DMSO: Dimetilsulféxido

EFS: Extracdo em fase soélida

ELL: Extracdo liquido-liquido

EM: Espectrometria de massas

EMS: Varredura total (Enhanced mass spectrometry)
EPI: Espectro de ions produtos (Enhanced product ion)
GMD: Golm Metabolome Database

IES: lonizagéo por “electrospray”

EtOH: Etanol

FIPA: Fotoionizacao a presséo atmosférica

IE: lonizag&o por impacto de elétrons

IQ: lonizagdo quimica

IQPA: lonizagao quimica a presséao atmosférica
MeOH: Metanol

MEOX: Metoxima

MM: Massa molecular

MSTFA: N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamina
n-BuOH: Butanol

NIST: National Institute of Standards and Technology
Q-TOF: Analisador hibrido triplo quadrupolo com tempo de voo
Q-TRAP: Analisador hibrido triplo quadrupolo com ion-trap
RMN: Ressonancia magnética nuclear

TIC: Cromatograma de ions totais ( Total ion chromatogram)
TMS: Trimetilsilil

TOF: Analisador de tempo de voo (Time of flight)
UNICA: Unido da industria de cana-de-agucar

UV: Ultravioleta



SUMARIO

1. INTFOAUGAO ... e 15
2. ODJELIVOS ... 17
3. Revisao da literatura .................cooooiiiiii e 18
3.1, CANA-AE-AGUCAT ...eeiiiiieiiiie ettt eanees 18
3.2. Metaboldmica no estudo da cana-de-agucar .........cccceeeeeieeiriiiiiieeeennee 19

3.3. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(@ T = SO 30

3.4. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM) ..ttt ee e e e e e e e nenee e 35
4. MateriaisS € MEtOAOS ..........ccooiiiiiiiiie e 41
4.1, Material Vegetal .......c..eeeeiiieee s 41
4.2, EXIFAGA0 ..eeiiieiiiii ittt 41
4.3. Estratégias experimentais ........cocceeeeiiiiiieeiiieeeeeee e 41

4.4. Fracionamento do extrato hidroalcodlico por Extragao

LiQUIdO-LIQUITO ...t 42

4.5. Fracionamento por Extragdo em Fase Sélida (EFS) .......ccccceeeeveveennnee. 43

4.6. Analises por CLAE-DAD-EM .......ccoiiiiiiiiee e 45

4.7. Analises por CG-EM ..o 47

5. Resultados € diSCUSSAO ..............eeiiiiiiiiiiiiiiiie et 49

ST R (1 = Vo= o U PPTRPP 49
5.2. Fracionamento do extrato hidroalcodlico por Extracao

(I To 01T [ Rt I To [ U o o U RRS 49

5.3. Fracionamento por Extracdo em Fase Sélida (EFS) .......ccccceeevereennee. 50

5.4. Andlises por CLAE-DAD-EM ... 56

5.4.1. CLAE-DAD-EM da subfragdo F1€2 ..........cccouiiiiiiiiiniiiieeee, 57

5.4.2. CLAE-DAD-EM da subfragdo F3 .......cccccoiiiiiiiiiiieee e, 61

5.4.3. CLAE-DAD-EM da subfragao F4 .........cccooiiiiiiiiiiieieeee e, 63

5.4.4. Identificagdo de Acidos CIOrogeniCoS .........cccveeviriiieneeiiieeeeeee 68

5.4.5. Identificacdo de flavonoides ............ccccciiiiiiiiiiiiiiiiieeiee 74

5.5. AnAlises por CG-EM ... 80

SR 00T T [T - S RSSPRRR 90

REFERENCIAS ........oiiiiiiitiiieiee ettt 92

ANEXOS ... e 100



15

1. Introducgao

Atualmente o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar,
sendo o interior paulista a regido de maior cultivo, devido ao clima tropical
favoravel. O seu cultivo é de grande interesse econdmico, pois a planta é a
principal matéria prima para a producao de acucar (sacarose) e alcool (etanol),
além de alguns subprodutos, como fertilizantes (obtidos da vinhaca) e até
mesmo energia elétrica obtida através da queima do bagaco.

Metabolédmica € a area das ciéncias “6micas” que analisa o conjunto de
metabdlitos produzidos e/ou modificados por um organismo, o metaboloma,
visando a compreensdo das redes metabdlicas e da composicao
micromolecular desses organismos.

Analises metabolédmicas permitem obter uma extensa visao do perfil
metabdlico do vegetal e sua rede regulatoria, possibilitando a identificacdo de
fatores que possam ser manipulados para o aumento de produtividade em
compostos energéticos e também na identificagdo de caracteristicas
moleculares que possibilitem a espécie vegetal maior resisténcia a situagdes
de estresse. (Dixon et al. 2006)

O entendimento dessas respostas metabolicas permitira um
planejamento mais especifico e manejo de caracteristicas selecionadas,
visando o desenvolvimento de variedades com maior potencial econémico.
Porém, uma investigacdo completa do metaboloma €& dificultada pela
complexidade e dinamica metabdlica dos organismos.

Poucos estudos foram realizados até o momento visando a
caracterizacao de metabdlitos micromoleculares de cana-de-agucar. Estudos
realizados anteriormente no Instituto de Quimica — UNESP Araraquara —
NuBBE (Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de Produtos
Naturais) visando o estabelecimento de métodos cromatograficos para andlise
metaboldmica de cana-de-aglcar ja demonstraram a grande complexidade de
metabolitos micromoleculares desta espécie:

- do extrato aquoso é possivel obter pelo menos 100 picos
cromatograficos em analise por cromatografia gasosa, apés sililacdo dos

metabdlitos polares. Um protocolo de extracdo e preparagdao das amostras foi



16

desenvolvido, assim como a otimizacdo das condicbes cromatograficas
(Tomaz 2011);

- do extrato hidroalcodlico também sao obtidos quase uma centena de
picos na analise do extrato por CLAE-DAD (Leme 2011).

Sendo assim, a identificacao da maioria dos metabélitos de uma matriz
vegetal é a etapa inicial para o estudo metabolémico da planta. Esta
identificagdo € possivel através da utilizacado de técnicas hifenadas, ou seja, o
acoplamento de um sistema cromatografico a um detector espectroscopico ou
espectrométrico, como CLAE-DAD, CLAE-DAD-EM e CG-EM, e através do uso
de padrdes comerciais, visando a obtencado de informagdes estruturais de

metabdlitos de interesse diretamente de uma mistura complexa.
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2. Objetivos

Baseando-se na necessidade de uma avaliagdo sistematica do
metabolismo primario e secundario da cana-de-agucar, visando a obtencao de
um perfil metabdlico detalhado de varios cultivares e a constru¢do de um
banco de dados metabdlicos desta espécie, propde-se como objetivo geral
dessa dissertacdo a caracterizacdo de metabdlitos ndo volateis presentes em
amostras de extratos de cana-de-agucar, usando técnicas de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa (CQ),
preferencialmente acopladas a métodos espectrométricos de alto desempenho
(DAD e EM), padrdes comerciais e andlises por RMN off line.
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3. Revisao da literatura

3.1.Cana-de-acucar

Cana-de-acucar, planta da familia das gramineas (Poaceae), é
originaria do sudeste asiatico, onde foi cultivada desde tempos remotos a partir
da espécie Saccharum officinarum. (Casu et al. 2004)

A familia Poaceae, também representada pelo milho, sorgo, arroz e
outras gramineas, tem como principais caracteristicas a forma da
inflorescéncia (espiga), o crescimento do caule em colmos, as folhas com
laminas de silica em suas bordas e bainha aberta. O cultivo da cana-de-agucar
ocorre principalmente em paises tropicais e subtropicais, para obtencao de
acucar, alcool e aguardente, devido ao alto teor de sacarose contido em seu
caule. Os subprodutos gerados pela industria também séo utilizados, sendo a
vinhacga para a producgéo de fertilizantes e 0 bagacgo para geracdo de energia
elétrica. (UNICA, 2012)

No Brasil, maior produtor mundial de cana-de-agucar, o cultivo
concentra-se na regido sudeste, principalmente no interior paulista. A cana
ocupa cerca de 8 milhdes de hectares ou cerca de 2% de toda a terra aravel do
Pais e apresenta duas safras anuais, o que garante a producdo de acgucar e
etanol para os mercados interno e externo, sendo assim uma cultura de grande
interesse econGmico para o pais. (UNICA, 2012)

Os biocombustiveis, vislumbrados como fontes renovaveis e néo
poluentes de energia, tem recebido por isso atencdo crescente. A sua
producao a partir da cana-de-agucar tem merecido énfase especial, devido ao
seu cultivo ter crescido de forma impressionante no Brasil, a ponto de se tornar
uma cultura agricola de importancia estratégica para a econémica nacional.
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Figura 1. Mapa da producao de cana-de-acgucar no Brasil.

Fonte: NIPE-Unicamp, IBGE e CTC.

O cruzamento da espécie Saccharum officinarum com outras quatro do
mesmo género permitiu o desenvolvimento de diversas novas variedades. O
melhoramento genético da espécie teve inicio antes de 1950, com tentativas
de cruzamento intensivo entre espécies selvagens, com o objetivo de obter
variedades com melhores caracteristicas agronémicas, incluindo resisténcia a
doencas. (Casu et al. 2004)

Variedades modernas de cana-de-agucar sdo derivadas principalmente
de cruzamento interespecifico entre a cana nobre S. officinarum e a espécie
selvagem S. spontaneum. Como resultado, as variedades hibridas atuais de
cana possuem um genoma interespecifico complexo, com o numero de
cromossomos variando de 100 a 130 (Hoarau et al 2005). Esta complexidade
gendmica torna o melhoramento da cana-de-aglUcar uma tarefa muito dificil.
(Casu et al. 2004)

3.2.Metabolémica no estudo da cana-de-acucar

O crescimento das plantas, assim como seu ciclo de vida, envolvem
sequéncias complexas de expressdo génica altamente controladas, além de
respostas e adaptagcdes ao meio ambiente onde estdo sujeitas a varias
situacoes de estresses bibticos e abidticos que podem modificar essa

expressao.
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7

Metaboldmica € uma abordagem promissora para o0 estudo dos
processos ecofisiolégicos de um organismo, monitorando através de técnicas
analiticas de alto desempenho como CG-EM, CLAE-DAD-EM e RMN o maior
nuamero possivel de metabdlitos micromoleculares dos seus varios 6rgaos e
tecidos.

Analises metabolédmicas permitem obter uma extensa visao do perfil
metabdlico do vegetal e sua rede regulatoria, possibilitando a identificacdo de
fatores que possam ser manipulados para o aumento de produtividade em
compostos energéticos e também na identificacdo de caracteristicas
moleculares que possibilitem a espécie vegetal maior resisténcia a situacoes
de estresse (Dixon et al. 2006). O entendimento das respostas metabdlicas
permitira planejamento mais especifico e manejo de caracteristicas
selecionadas, visando o desenvolvimento de variedades com maior potencial
econdmico.

As aplicagbes tém crescido e vem se tornando uma estratégia de
abordagem complementar a genémica, transcriptomica e prote6mica, com o
objetivo de determinagcdo de funcdo e regulacdo de genes em
microorganismos (Raamsdonk et al. 2001), plantas (Roessner et al. 2001) e

animais. Algumas aplicacdes dessa abordagem incluem:

e Determinagdo de biomarcadores metabdlicos cujas alteragbes sao
indicativas da presenca de uma doenga ou uma resposta as
intervencdes baseadas em farmacos;

e Determinacdo de efeitos de estresses bioquimicos ou ambientais
sobre plantas ou microorganismos, incluindo plantas geneticamente
modificadas;

eCaracterizacdo de alteragdes na constituicdo micromolecular em
organismos transgénicos.

A produgéao de sacarose a partir de cana-de-agucar teve origem por volta
do ano 350, na india, porém a sua estrutura molecular sé foi elucidada apés
aproximadamente 3 décadas de estudo, em 1927 (Avery, Haworth e Hirst,
1927).
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Comecam a aparecer na literatura relatos sobre outros constituintes
quimicos micromoleculares da cana-de-acucar somente a partir da década de
1980. Em revisdo de 1957, Burr e colaboradores publicaram o que era
conhecido a época sobre sua constituicdo quimica. Em relacdo as
micromoléculas, é citada a ocorréncia de pirogalol, acido protocatecuico e
vanilina na frag&o ligninica; vitamina A, inositol, fitina e os acidos aconitico,
citrico, fumarico, glicélico, malico, mesaconico, oxalico, succinico, siringico e
ascérbico foram identificados na garapa; tiamina, riboflavina, acido pantoténico,
niacina e biotina nos colmos; acido félico no melago; além de piridoxina e acido
ascérbico nas folhas. Da graxa exterior dos colmos foram obtidos &lcool
miricilico e hidrocarbonetos. Acidos palmitico e linoleico, estigmasterol,
sitostetol, glicerol, clorofila e caroteno foram obtidos de extratos da planta.
Entre os compostos fosforados, até 1957 j4 haviam sido identificados em cana-
de-acgucar frutose difosfato, glicose-1-P, glicose-6-P, adenosina trifosfato, acido
fosfomalico e acido glicérico-3-P. Entre os aminodacidos, asparagina era
frequentemente encontrada em grande quantidade no melago, mas também ja
havia sido relatada a ocorréncia de acido aspartico e glutamico, lisina, alanina,
valina, &cido y-aminobutirico, leucina, isoleucina, glicina, serina, glutamina,
fenilalanina, norleucina, tirosina, cisteina, metionina, norvalina, acido a-amino
isobutirico, prolina e treonina.

A ocorréncia de substancias fendlicas em cana-de-acucar foi estudada
preliminarmente por Stevens (Stevens, 1959), que verificou na cuticula do
vegetal a presenca de pigmento cuja aglicona apresentou caracteristicas
similares a cianidina. A ocorréncia de antocianinas em cana ja havia sido
proposta por Sakuma e Momose, em 1935. Em 1994 varios compostos
fendlicos foram identificados do bagaco de cana-de-aglcar: acido p-coumarico,
acido ferulico, p-hidroxibenzaldeido, vanilina e acido vanilico (Leal et al., 1994).

Williams e colaboradores realizaram um vasto estudo sobre a
composigao quimica no complexo Saccharum, que envolveu a investigagao de
120 plantas dos géneros Saccharum, Erianthus, Ripidium, Miscanthus,
Narenga, Sclerostachya, Imperata, incluindo hibridos interespecificos e
intergenéricos e variedades comerciais de cana-de-acucar (Williams, Harborne
& Smith, 1974). O estudo indica as flavonas de folhas como potenciais

marcadores sistematicos, acrescentando que Saccharum officinarum, S. edule,
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S. robustum e Erianthus maximus podem ser facilmente distinguidos de S.
spontaneum, Narenga, Miscanthus, Imperata, Scleostachya, Ripidium e outras
espécies de Erianthus pela presenca de bissulfatos de tricina-7-O-glicosideo e
tricina-7-O-neohesperidosideo e tricina-7-O-diglicosideo.

No mesmo estudo foi observado que as espécies de Erianthus, todas
africanas, podem ser distinguidas de Ripidium, que ocorrem nas Américas, pela
presenca de uma luteolina di-C-glicosideo apenas no género Ripidium. A
identificacdo de varias substancias foi incompleta, porém outras flavonas C- e
O-glicosideos foram encontradas em todos os géneros estudados: iso-
orientina, iso-vitexina, iso-orientina-O-raminosilglicosideo, iso-orientina 7-O-

glicosideo e trés luteolina di-C-glicosideos (Williams, Harborne & Smith, 1974)

Figura 2. Compostos fendlicos e estilbenos ja identificados em amostras de cana-de-
acucar ou em produtos obtidos a partir da planta.
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Trabalhos mais refinados, empregando técnicas como CLAE-DAD-EM,
comegam a surgir a partir de 2005, buscando a caracterizagéo de flavonas de
folhas de plantas hibridas, transgénicas e em garapa a partir de cultivares
brasileiros de cana-de-acucar. Nestes estudos foram descritas varias flavonas

O e C-glicosiladas, incluindo diosmetina-8-C-glicosideo-arabinosideo,

OF,



23

tricina-4’-O-
(eritro ou treo-guaiacilgliceril) éter e tricina-4’-O-(eritro ou treo-guaiacilgliceril)
tricina-7-O-
tricina-7-O-

orientina,

diosmetina-8-C-glicosideo, tricina-7-O-raminosilgalactoronideo,

éter-7-O-glicopiranosideo, tricina-7-O-raminosil-galactoronideo,
neohesperosideo, tricina-7-O-neoesperosideo-4’-O-ramnosideo,
metilglucuronideo, tricina-7-O-neoesperosideo-4’-O-ramnosideo,
vitexina, luteolia-8-C-raminosil-glicosideo, 4’,5’-dimetil-luteolina-8-C-glicosideo,
luteolina-8-C-glucosil-7-O-glucoronideo, schaftosideo, isoschaftosideo e 7-O-
metilapigenina-6-C-glicosideo (Colombo et al, 2005; Colombo et al, 2006;
Colombo, Yariwake, McCullagh, 2008; Vila et al, 2008; Colombo et al, 2009).

A acéo antiproliferativa e antioxidante observada por Duarte-Almeida e
colaboradores (2006 e 2007) na garapa obtida de cana-de-agucar (cultivar
SP813250) foi atribuida aos constituintes fendlicos apigenina, luteolina, acido
caféico, acido hidroxicindmico e acido sinapico, além de tricina-7-O-B-(6"-
metoxicinamil)-glicosideo.

No Japéo e em seus arredores € preparado através da cana-de-agucar o
kokuto, um tipo de agucar bruto similar a rapadura, sua composi¢céo quimica foi
estudada, resultando na descrigcdo de varios compostos fendlicos, muitos com
propriedades antioxidantes, incluindo varias lignanas (Nakasone et al 1996;

Takara et al 2002 e 2003).

Figura 3. Lignanas identificadas como constituintes de “kokuto”, no Japao.
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Figura 4. Flavonas e antocianinas ja identificadas em estudos quimicos de cana-de-
acucar. Sendo, Ara: arabnose, Fuc: fucose, Gal: galactose, Glc: glicose, Glr: acido

glicurénico, MeGilr: metil éster do &cido glicuronico e Rha: ramnose, Ru: rutinosideo
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Os primeiros triterpenos identificados nas folhas de Saccharum
officinarum L. foram arundoina (fernenol metil éter) e taraxerol metil éter
(savamiletina) (Bryce et al, 1967). Posteriormente, foram caracterizados [-
sitosterol, estigmasterol e os compostos minoritarios taraxerol, B-amirina,
betulina, B-amirina metil éter (iso-savamiletina), fernenol, cilindrina, 24-metil-
lofenol, 24-etil-lofenol, estigmasten-5-en-3B-diol (ikshusterol), estigmasten-5-
en-3B-diol (epi-ikshusterol) e estigmastan-33, 5a, 6B-triol (Deshmane & Dev,
1971).

Os triterpenos e esterbides campesterol; B-sitosterol; estigmasterol; 24-
metilcolesta-3,6-diona; 24-etilcolesta-3,6-diona; 24-etilcolest-22-en-3,6-diona;
6-hidroxi-campest-4-en-3-ona; 6-hidroxiestigmast-4,22-dien-3-ona; colesta-4-
en-3-ona; 24-metilcolest-4-en-3-ona; 24-metilcolesta-4,22-dien-3-ona; 24-
etilcolest-4-en-3-ona e 24-etilcolesta-4,22-dien-3-ona foram isolados da torta de
filtro da cana-de-agucar (Georges et al, 2006). Torta de filtro é um residuo
obtido na fabricacdo do agucar, depois que as borras resultantes da clarificagao
tém a sacarose residual extraida. Este residuo tem sido empregado na

adubacéo organica (Pereira et al, 2005).

Figura 5. Triterpenos identificados em estudos quimicos de cana-de-agucar.
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Figura 6. Esterdides identificados em estudos quimicos de cana-de-acucar.

Nos trabalhos citados acima foram realizados o isolamento e
caracterizacao estrutural de compostos obtidos de diferentes 6rgaos da cana-
de-acucar e também de produtos e subprodutos oriundos do processamento do
vegetal. Portanto vale ressaltar que muitas dessas substancias podem ser
resultadas de hidrélise, rearranjos e isomerizagdes causadas pelos processos
térmicos e alcalinos envolvidos na preparacao de melago, rapadura e kokuto,

principalmente.
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Sabe-se que as mudangas metabdlicas constituem a principal
caracteristica, como resultado de modificacbes genéticas e também como
resultado de interacdes entre planta e patégenos, pragas, € com o ambiente.
(Allwood et al, 2008)

Os primeiros trabalhos relacionando alteragcées na constituicdo quimica
de cana-de-agucar com situacdes de estresse comecam a aparecer em 1934 e
associaram floroglucinol (1,3,5-triidroxibenzeno) ao cultivo sob deficiéncia de
potassio (Hartt 1934). Posteriormente, foi associado o aumento expressivo do
teor de aminoacidos quando a cana-de-agucar foi submetida a seca (Wiggins e
Williams 1955).

Piceatanol foi isolado e caracterizado a partir do extrato cloroférmico dos
colmos de Saccharum sp. (cultivares CP807, C 33-324 e CP36-13). Este
estilbeno foi biossintetizado pela planta quando inoculada com o fungo
Colletotrichum falcatum, conhecido como podridao vermelha (Brinker & Seigler,
1991), sendo caracterizado como fitoalexina (substancias produzidas pelo
vegetal como resposta a presencga de patdgenos invasores). Estilbenos como o
piceatanol, resveratrol e pinosilvina também foram localizados em outras
espécies de Poaceae infectadas com fungos endofiticos (Powell et al, 1994).
Kumar e Narayanaswamy (2006) também tentaram relacionar os niveis de
acidos carboxilicos, a-hidroxi acidos e aminoacidos com o desenvolvimento da
podriddo vermelha.

Metabdlitos secundarios sdo sintetizados a partir de intermediarios do
metabolismo primario do carbono. Considera-se que a sintese aumentada
desses metabdlitos estdo relacionadas a protecao das estruturas celulares a
danos oxidativos, sob condi¢des de estresse (Chalker-Scott e Fuchigami 1989;
Close e McArthor 2002; Winkel-Shirley 2002; Wahid e Ghazanfar 2006). Os
compostos fenélicos sao antioxidantes poderosos, importantes na protecao de
tecidos sob estresse (Dixon and Paiva 1995; Sgherri et al. 2004). Eles sao
quimicamente heterogéneos, incluindo flavonéides, ligninas e taninos.
Desempenham ampla variedade de fungdes, incluindo defesa contra
herbivoros e patégenos, suporte mecanico, atracao de polinizadores, absorcao
de luz e agéao inibitéria sobre plantas vizinhas competidoras (Harborne and
Williams 2000; Taiz and Zeiger 2002).
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Recentemente, o papel dos compostos fendlicos foi revisado devido as
evidencias de seu maior envolvimento na tolerdncia ao estresse oxidativo do
que na defesa contra herbivoros (Close and McArthor 2002; Wahid and
Ghazanfar 2006). Antocianinas foram produzidas sob varias condicoes de
estresse, incluindo UV-B (Mendez et al. 1999), seca (Balakumar et al. 1993),
baixa temperatura (Krol et al. 1995), deficiéncia de nutrientes (Rajendran et al.
1992), ozbnio (Foot et al. 1996), e salinidade (Wahid and Ghazanfar 2006).

Fontaniella & Vicente (2003) avaliaram os niveis de compostos fendlicos
em dois cultivares de cana-de-agucar com susceptibilidades diferentes em
relacdo a escaldadura das folhas, uma doenca causada pela bactéria
Xanthomonas albilineans. Os sucos obtidos dos dois cultivares infectados
apresentaram niveis significativamente aumentados de atividade de
putresceina e ornitina descarboxilase. No entanto, os patdégenos induziram
mudancas diferentes nos dois cultivares, em etapas metabdlicas subsequentes.
Enquanto espermidina desapareceu completamente no cultivar altamente
susceptivel C 439-52, um aumento no teor dessa substancia foi observado no
cultivar moderadamente susceptivel L 55-5. O metabolismo de acidos fendlicos
também foi diferente nos dois cultivares. Em resumo, este estudo demonstrou
que a composicao de poliaminas e 4cidos fendlicos no suco da cana-de-agucar
foi alterada de forma diferenciada pela infec¢ao por X. albilineans.

Ropenack e colaboradores (1998) relacionaram o aumento nos niveis de
poliaminas e acidos fendlicos em tecidos vegetais com a diminuicdo na
eficiéncia da infestacdo fungica e viral, incluindo inibicdo da germinacao de
esporos de fungos e reforco da parede celular vegetal tornando-as mais
resistentes a acdo de enzimas hidroliticas. Poliamidas também foram
identificadas em garapa (Rodriguez et al., 2000).

Varias associacdes entre niveis de acucares e expressao génica ja
foram relatadas. Os acucares palatinose, turanose, celobiose, gentiobiose,
lactiiose e leucrose foram relacionados a supressao de sinalizacao de
giberelinas em embrides de cevada (Loreti et al 2000). Além de sacarose, 0
acucar mais abundante na cana-de-acucar, glicose e frutose estdo sempre
presentes em baixas concentracées em cana-de-acucar. Adicionalmente outros
32 agucares soluveis ja foram detectados em concentracdes minimas em

varias espécies e hibridos do complexo Saccharum (Glassop et al. 2010). O



29

eventual papel dessas substancias na modulacdo de sinais fisiolégicos,

incluindo crescimento vegetal e resposta a estresses ainda nao € entendido.

Levando em consideracdo as importantes associacbes ja realizadas
entre o metabolismo de cana-de-acucar em condi¢cdes de estresse e sabendo-
se que grande parte deste metabolismo ainda ndo é entendida, estudos
metabolédmicos detalhados sdo plenamente justificados no sentido de auxiliar
no melhoramento genético da cana-de-acucar, visando tanto o aumento da
produtividade de sacarose, como também a maior adaptabilidade a novas
fronteiras agricolas e maior resisténcia as condigbes de estresse biotico e
abiadtico.

A etapa inicial para o estudo e entendimento do metabolismo da cana-
de-agucar € a identificacdo dos metabdlitos tanto primarios quanto secundarios
da planta. Uma vez que ja foi demonstrada a grande complexidade da matriz
metabdlica da planta e que poucos estudos foram realizados até o momento

visando a caracterizagao de metabdlitos micromoleculares da cana-de-acgucar.

Esta identificacdo se baseia na analise de extratos polares e apolares ou
subfragcbes obtidas por EFS ou ELL utilizando técnicas hifenadas (CLAE-DAD,
CLAE-EM, CG-EM), as quais possibilitam rapida classificacdo/diferenciagdo das
amostras, e identificagéo precisa de grande numero de metabdlitos em mistura.
Utiliza-se CG-EM para a andlise de compostos volateis ou derivados volateis de
compostos sem essas caracteristicas desejadas (como &acidos graxos,
aminoacidos e agucares) e CLAE-DAD-EM para a andlise de muitos
metabdlitos secundarios e outros ndao analisdveis por cromatografia gasosa.
Outra estratégia € a utilizagdo de padrées comerciais e, em Uultimo caso,
isolamento e elucidacao estrutural por técnicas espectrométricas off line
(principalmente RMN).
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3.3.Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

Em metabolémica, CG-EM é descrita como ferramenta de primeira
escolha (Harrigan e Goodacre 2003), apesar da limitacdo em relacdo aos
compostos nao volateis e de alto peso molecular, sua reprodutibilidade é um
ponto extremamente importante e os varios bancos de espectros comerciais
(NIST, WILEY) podem ajudar na identificagdo dos compostos.

Cromatografia gasosa é uma técnica de separagcdo com poder de
resolucdo excelente, tornando possivel a analise de centenas de substancias
de uma mesma amostra. Outro fator positivo € sua detectabilidade, que
dependendo do tipo de substancia analisada e do detector empregado pode
chegar até cerca de 10" g. Essa caracteristica possibilita a analise de
pequenas quantidades de amostras, o que em certos casos limita a utilizagéo
de outras técnicas. (Collins et al., 1997)

A grande limitacdo da cromatografia gasosa é sé poder ser empregada
na analise de substancias volateis e estaveis termicamente, porém em alguns
casos essa dificuldade pode ser contornada pela preparag¢ao de derivados com
estas caracteristicas. (Collins et al., 1997)

Para andlise de metabdlitos ndo volateis por cromatografia gasosa,
Roessner e colaboradores (Roessner et al, 2000) propdem um método
baseado nas reagdes de metoximacgao e posterior sillacdo dos metabdlitos da
amostra, o que torna os seus derivados analisaveis por CG. O método consiste
no tratamento do extrato ou fracdo com cloridrato de metoxiamina (em piridina)
e entdo com reagente sililante MSTFA (N-metil-N-[trimetilsil]-trifuoracetamida).

As reacdes de formacdo de oximas sao necessarias antes da sililagao
porque a derivagao direta de monossacarideos com TMS leva a uma série de
picos cromatograficos diferentes relacionados as estruturas ciclicas epiméricas
e a cadeia aberta dessas substancias. A conversao das carbonilas de aldeidos
e cetonas em oximas (metoxiamina) antes de formar os éteres de TMS,
impede a ciclizacdo dos monossacarideos limitadas pela ligagdo C=N,
resultando apenas na formacéo de formas syn e anti abertas e ainda protege a
molécula contra a descarboxilacdo (Gullberg et al 2004). Nas figuras 7 e 8 sédo
apresentados os mecanismos das reagdes de derivagao.
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Figura 7. Mecanismo de uma reagdo de oximacao.
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Figura 8. Exemplo de uma reacdo de metoximacdo seguida de sillagdo de um

esteroide.
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O mecanismo da reacao de metoximagao baseia-se na reagédo de adicao
nucleofilica de nitrogénio em grupamentos aldeidos ou cetonas. Os elétrons 1
da ligacédo dupla carbono-oxigénio (C=0) sédo fortemente deslocados para o
atomo de oxigénio, sendo assim o atomo de carbono torna-se um centro
deficiente em elétrons e o oxigénio um centro rico em elétrons. Desta forma &
facilitado o ataque nucleofiico no atomo de carbono, que tem pouco
impedimento estérico acima ou abaixo do plano. Com o ataque nucledfilico,
realizado pelo atomo de nitrogénio bésico da metoxiamina, tem-se um
intermediario quaternario, o qual forma a oxima através da liberacdo de uma
molécula de agua. (Fang et al., 2010) Na Figura 9 sdo mostradas as formas

syn e anti abertas formadas na reacdo de metoximacao.

Figura 9. Isbmeros syn e antidas oximas.

Fonte: Fang et al., 2010
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Os equipamentos para cromatografia gasosa sdo compostos de: sistema
de gas de arraste, controlador de vazao e regulador de pressao, sistema de
injecdo da amostra, coluna cromatografica, sistema de deteccéo e registrador.
(Collins et al., 1997) Entre os detectores mais comumente empregados em
cromatografia gasosa na area de produtos naturais estdo o detector de
ionizacao em chama (DIC) e o detector de espectrometria de massas (EM).

O detector de ionizagcdo em chama (DIC) foi proposto pelos grupos de
pesquisa de Harley e de McWillian e Dewar em 1958. (Bartle e Myers, 2002)
Seu funcionamento baseia-se no principio de que a condutividade elétrica de
um gas é diretamente proporcional a quantidade de particulas carregadas nele
presentes. O gas de arraste (inerte), proveniente da coluna, passa pela chama
e alguns compostos eluidos serdo queimados juntamente com o gas
hidrogénio, utilizado como combustivel na chama. O comburente mais utilizado
€ o ar sintético, mas também pode ser utilizado oxigénio. (Lancas, 1993)

Quando passa pela chama de hidrogénio apenas o gas de arraste puro
(geralmente Hélio), apenas uma corrente muito pequena (da ordem de 107 A)
fluird. Por outro lado, quando houver compostos organicos na amostra
vaporizada, a chama queimara estes compostos formando CO,, agua e
particulas portadoras de carga. A corrente elétrica resultante desse fluxo de
particulas carregadas é a base para a quantificacdo das amostras eluidas na
coluna. (Lancas, 1993).

A relagdo existente entre os gases envolvidos no processo de
combustao é um parametro de grande influéncia no desempenho do detector
de ionizacdo de chama. A razdo mais comumente utilizada é 1:1:10 (gas de
arraste : hidrogénio : ar sintético) porém os fluxos ideais devem ser
determinados experimentalmente, para cada sistema utilizado. O DIC possui
grande aplicabilidade, sendo um detector quase universal na cromatografia de
compostos organicos volateis ou de derivados de compostos nao volateis. Tal
universalidade, acoplada a sua sensibilidade, estabilidade e resposta rapida,
faz com que seja um detector comumente utilizado em cromatografia gasosa.
(Ciola, 1985)
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A abordagem moderna mais eficaz para investigar a composicao de
misturas complexas de compostos organicos é a separacao dos componentes
através de colunas capilares, seguida da sua identificacdo por espectrometria
de massas (CG-EM). O campo de aplicacdes desta técnica tem crescido
consideravelmente devido a possibilidade de se transformar compostos nao
volateis ou termicamente instaveis em diferentes tipos de derivados volateis e
bastante estaveis. (Babushok e Zenkevich, 2009)

A cromatografia gasosa pode ser combinada com a espectrometria de
massas de maneira relativamente simples, pois as caracteristicas de
funcionamento do cromatégrafo a gas sao suficientemente compativeis com a
necessidade de alto vacuo do espectrémetro de massas. (Chiaradia et al.,
2008)

Em CG-EM dois métodos de ionizagdo sdo mais empregados, a
ionizagcdo por impacto de elétrons (IE) e a ionizagdo quimica (1Q). (Vékey,
2001) Na IE o analito de interesse, em fase gasosa, € bombardeado com
elétrons de alta energia, geralmente 70 eV, o que permite a comparacao dos
dados espectrais obtidos com a vasta gama de bibliotecas de dados
disponiveis, facilitando a identificagdo dos metabdlitos. (Ardrey, 2003)

Varios processos sao desencadeados quando as moléculas do analito
absorvem esta energia, dentre os quais o mais simples é aquele em que o
analito é ionizado pela remocdo de um unico elétron (M*). Durante este
processo sao requeridos tipicamente 10 eV, o restante da energia gera
fragmentagcédo dos analitos. Esta fragmentagao, se muito rapida, pode dificultar,
ou mesmo impedir, a observacao do ion molecular no espectro, sendo este um
dos maiores problemas na aplicacao de IE. (Chiaradia et al., 2008)

A técnica de 1Q foi desenvolvida especialmente para aumentar a
producao do ion molecular e reduzir as fragmentacdes associadas a ionizacao
por elétrons (IE). As moléculas do analito, em fase gasosa, sdo introduzidas na
camara de ionizacdo, que contém um gas reagente. Esta mistura é entao
bombardeada com elétrons, assim como na IE, porém como 0 gas reagente
estd em excesso em relacdo ao analito, ele é ionizado quase que
exclusivamente. Passam a ocorrer entdo reacdoes entre os ions do gas

reagente e as moléculas neutras do analito, que dao origem as moléculas
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protonadas do analito [M+H]*. A energia envolvida no processo é relativamente
baixa, sendo assim quase ndo sao observadas fragmentacodes. (Vékey, 2001)

O espectro de massas é o principal parametro de identificacdo na
andlise por CG-EM, porém, uma informacao adicional valiosa € fornecida pelos
parametros de retencdo dos componentes na coluna cromatogréfica.
(Babushok e Zenkevich, 2009)

Uma necessidade especial na utilizagdo de um parametro adicional,
como o indice de retencdo, aparece durante a analise CG-EM de isbmeros,
bem como de componentes em menores concentragbes em misturas para os
quais € muitas vezes dificil registrar um espectro de massa de qualidade
elevada. indice de retencdo é o parametro mais reprodutivel e, portanto, mais
comumente utilizado em cromatografia gasosa. Considerando que, uma
investigacdo de misturas complexas de compostos organicos exige uma
separacdo utilizando uma programacao de temperatura; sdo calculados com
maior frequéncia os indices de retencdo para gradientes de temperatura
lineares sugeridos por van den Dool e Kratz. (van den Dool e Kratz, 1963)

E muito raro encontrar informacdes de espectros de massas e indices de
retengdo juntos, em um unico banco de dados. Uma das bases de dados mais
completa (NIST — National Institute of Standards and Technology) contém um
grande numero de valores individuais de indices de retengdo e indices de
Kovats (calculados para programas isotérmicos de temperatura). (NIST
Chemistry web-book, 2012)

Outra base de dados utilizada neste trabalho foi a GMD — Golm
Metabolome Database, também bastante completa, nela estdo disponiveis os
indices de retencdo e também alguns espectros de massas de metabdlitos
analisados e as condicdes em que foram realizadas estas analises. (GMD,
2012)

Porém, existem numerosos casos que os valores apresentados para os
mesmos compostos em condigdes semelhantes de separagdo em colunas com
fases estacionarias do mesmo tipo diferem por dezenas de unidades de indice,
o que complica consideravelmente a utilizacdo destes valores. E dificil
encontrar as razdes de tais discrepancias, podendo ser: propriedades fisico-
quimicas especificas dos compostos, a qualidade das colunas, as condi¢des de
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separacdo, ou erros na identificacao/quantificacdo. (lsidorov e Szczepaniak,
2009)

O trabalho realizado por Isidorov e Szczepaniak em 2009 traz a analise
de aproximadamente 400 metabdlitos por CG-EM, com seus respectivos
indices de retencdo obtidos em algumas colunas cromatograficas mais
comuns. Foi analisada uma grande variedade de classes de metabdlitos
(incluindo: acidos cinamicos, flavonoides, compostos fendlicos, carboidratos,
acucares, esterbides, compostos carboxilicos, entre outros), sendo que grande
parte destas substancias foi derivada antes da analise. O estudo é relevante
principalmente por apresentar dados de retencdo de compostos com peso
molecular superior a 300 para os quais havia pouca informagéo disponivel nas
bases de dados mais antigas.

Gao e colaboradores também apresentaram importante contribuicdo na
analise de flavondides derivados por CG-EM, fornecendo dados de indice de
retencdo para 34 flavonodides ndo glicosilados, utilizando a abordagem da
cromatografia gasosa de duas dimensdes, CGxCG-DIC e CGxCG-EM. (Gao et
al., 2010)

3.4.Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLA-
EM)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é a técnica de separacgao
mais utilizada em metabolémica, pois tem a capacidade de realizar separacdes
de uma grande quantidade de compostos presentes em varios tipos de
amostras em um periodo de tempo curto, com alta resolugao, eficiéncia e
sensibilidade. (Collins et al., 1997)

O termo técnicas hifenadas refere-se ao acoplamento de um sistema
cromatografico a um detector espectroscopico ou espectrométrico e visa a
obtencado de informacdes estruturais de metabdlitos de interesse diretamente
de uma mistura complexa. Esta técnica representa grande vantagem em
comparagcao com processo classico de isolamento e elucidacdo estrutural.
(Gobbo-Neto 2007).
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O detector mais comum na cromatografia liquida de alta eficiéncia é o
detector UV/vis com arranjo de diodos, combinacao conhecida como CLAE-UV-
DAD, uma vez que muitos analitos absorvem radiagdo ultravioleta. Os
instrumentos possuem lampadas de deutério, xenbnio ou tungsténio e um
monocromador, de modo que se pode escolher o comprimento de onda 6timo
para os analitos em questdo. O sistema usa um conjunto de fotodiodos para
registrar o espectro inteiro de cada soluto assim que ele é eluido, diferente do
detector UV/vis no qual a deteccao do pico é feita em um Unico comprimento
de onda. (Skoog et al., 2006)

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM)
€ considerada uma poderosa ferramenta para a elucidagéo estrutural e andlise
de matrizes complexas, possibilitando a caracterizacdo de compostos
conhecidos e desconhecidos com alta sensibilidade e seletividade. (Pacifico et
al., 2011)

O espectro de massas gerado fornece informagcées muito Uteis sobre a
massa molecular e a estrutura dos analitos. A sensibilidade da detecgéao por
EM, bem como a possivel formagdo de adutos, e a fragmentacdo do analito
dependem da fonte de ionizagdo utilizada, o que implica em resultados
diferentes e muitas vezes complementares através de uso de diferentes
instrumentos. (Gonzalez et al., 2007)

Na espectrometria de massas € necessaria um ion no estado gasoso,
enquanto o efluente da coluna de cromatografia liquida é constituida por um
analito dissolvido em um solvente. Sendo assim, uma das mais importantes
funcdes de uma interface empregada em CLAE-EM é remover toda ou, pelo
menos, uma parte significativa da fase moével. Além disso, os compostos que
sdo separados por CLAE sao relativamente pouco volateis e/ou sensiveis a
temperatura, desta forma ndo é possivel ioniza-los utilizando as técnicas de
ionizacdo mais comuns, sendo necessario o desenvolvimento de interfaces
com formas de ionizagao alternativas. As fontes de ionizacdo mais empregadas
sdo ionizacdo por “electrospray” (IES), ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (IQPA) e, mais recentemente, a fotoionizacdo a pressao
atmosférica (FIPA). (Chiaradia et al., 2008)
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Na IES, a fase mével na qual se encontra o analito passa através de um
capilar, a pressado atmosférica, mantido sob alta voltagem. Na saida do capilar
se formam pequenas gotas altamente carregadas (“spray”) que sao
dessolvatadas ao se deslocarem no sentido contrario ao posicionamento de um
eletrodo, a pressdo atmosférica. A dessolvatagdo ocorre através de uso de
fluxo continuo de gas seco (geralmente N2) na regido do “spray”. Com a
dessolvatacao, o tamanho das gotas comeca a diminuir, até o ponto em que a
forca de repulsao entre as cargas similares seja maior que a tensao superficial
(forcas de coesdo da fase liquida). Ocorre entdo a chamada “explosao
coulébmbica”, que gera gotas com tamanhos equivalentes a 10% do tamanho
das gotas originais. Essas explosdes continuam até que s&o produzidos ions
do analito, que séo transferidos para o interior do espectrdbmetro de massas por
dispositivos de focalizac&o. (Ardrey, 2003)

A técnica de ionizacao por “electrospray” (IES) é amplamente utilizada
por ser uma fonte de ionizacdo suave, ou seja, gera ions protonados [M+H]",
no modo positivo e ions desprotonados [M-H], no modo negativo. (Pacifico et
al., 2011) A energia empregada nestas fontes de ionizagcdo ndo é suficiente
para gerar uma fragmentacao significativa das moléculas do analito.

Também pode ocorrer a formagao de adutos entre os ions moleculares
e Na*, K, NHs", HCOO e CH3COOQO’, que sao espécies idnicas presentes nas
fases méveis e nos modificadores adicionados a elas. Como neste caso a
ionizagdo ocorre diretamente na solugcdo, compostos sensiveis a temperatura
podem ser ionizados sem sofrer degradacao. Esta técnica pode ser aplicada a
compostos com massas molares relativamente altas, pois sdo gerados ions
com multiplas cargas, ou seja, o espectrometro de massas mede a razao

massa/carga (m/z) dos ions. (Chiaradia et al., 2008)

Os espectrobmetros de massas apresentam alguns tipos de
analisadores, com caracteristicas distintas, como: quadrupolo, tempo de voo,
ion trap, triplo quadrupolo e mais recentemente o analisadores hibridos Q-TOF
e Q-Trap. Neste trabalho foram utilizados dois equipamentos, um LC-ESI-ITMS
(cromatdgrafo liquido acoplado a espectrometria de massas com ionizacao por
“electrospray” e analizador ion trap) e um LC-ESI-Q-TrapMS (cromatégrafo
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liquido acoplado a espectrometria de massas com ionizacao por “electrospray”
e analisador hibrido linear quadrupolo / ion trap).

O analisador ion-trap (Figura 10) funciona como um quadrupolo
tridimensional que “captura” todos os ions que sao introduzidos em seu interior.
Eles os mantém “aprisionados” até que uma determinada radiofreqiéncia é
aplicada tornando os ions de certa razdo m/z instaveis, de forma que séo
libertados e detectados. (Chiaradia et al., 2008)

IT-MS supera analisador de quadrupolo uma vez que uma sensibilidade
semelhante é obtida conseguindo-se 0 monitoramento de ions selecionados e
varredura completa (full scan). Além disso, permite a fragmentacdo em
multiplos estagios EM", o que o torna um instrumento adequado para fins de
identificagdo e analise quantitativa. (Gonzélez et al., 2007)

A alta sensibilidade de varredura permite a identificagdo/confirmacéo e
quantificagcdo dos metabdlitos em uma unica andlise. (Millan et al., 2007)

Figura 10. Esquema de um analisador de ion-trap. Onde, RF= radiofrequéncia e DC=
corrente continua.
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Fonte: Chiaradia et al., 2008

O instrumento triplo quadrupolo (Figura 11) é utilizado em andlises
CLAE-EM/EM e € constituido por trés quadrupolos em série. O segundo
quadrupolo nao é utilizado para separar ions de mesma razao m/z, mas sim
como cela de colisdo, na qual ocorre a fragmentacéao dos ions selecionados no

primeiro quadrupolo geralmente por dissociagao induzida por colisdo com um
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gas inerte e também é empregado como direcionador dos ions produzidos ao
terceiro quadrupolo. (Chiaradia et al., 2008)

Figura 11. Esquema de um analisador de triplo quadrupolo.
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A abordagem mais comum em CLAE-EM utiliza analisadores de
quadrupolo, porém recentemente vem sendo empregado o Q-Trap, um
analisador hibrido linear no qual o ultimo mdédulo do analisador triplo
quadrupolo é substituido por um analisador ion trap. E este tipo de analisador
também permite a espectrometria de massas sequencial (EM"). (Diniz, 2011)

Esta associacdo apresenta vantagens em relagdo ao analisador de
quadrupolo, uma vez que fornece um aumento na sensibilidade das analises,
juntamente com a possibilidade de se obter informagéo estrutural adicional com
os espectros de ion produto. (Gémez et al., 2008)

A espectrometria de massas sequencial (EM/EM) fornece grande
informacgao estrutural e permite a identificacdo dos metabdlitos exclusivamente
através da andlise da fragmentacao caracteristica de sua estrutura. (Pacifico,
2011)

Ultimamente, na area de produtos naturais, CLAE-EM/EM tem sido
aplicada na desreplicagdo de amostras complexas, ou seja, na rapida
caracterizacdo da mistura estabelecendo quais constituintes ja foram
previamente identificados. Nas Ultimas décadas, tem se tornado uma

importante ferramenta na identificacdo e/ou confirmagcdo de compostos
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quimicos desconhecidos, gracas ao desenvolvimento da espectrometria de
massas seqlencial (EM/EM e EM"). (Gobbo-Neto 2007).

Nas analises EM/EM um ion precursor € selecionado e transferido para
a cela de colisdo para ser fragmentado, os ions resultantes sdo altamente
indicativos da estrutura do ion precursor, dados que juntamente com as
informagcdes de massa molecular de alta resolucao possibilitam a identificacao
de compostos desconhecidos. (Gobbo-Neto 2007).
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4. Materiais e métodos

4.1.Material Vegetal

Os materiais vegetais utilizados foram folhas de cana-de-aglcar do
cultivar RB 85-5453. Estas foram fornecidas pela USINA ZANIN, Araraquara-
SP, e foram coletadas com cerca de seis meses de idade.

4.2.Extracao

As folhas de cana-de-agucar foram picadas, secas em estufa a 40°C por
3 dias e trituradas em moinho de facas.

Em seguida realizaram-se as extragdes utilizando-se como solvente a
mistura hidroalcodlica MeOH/H>O 1:1. A massa de material vegetal seco
utilizada foi 1232,83 g para um volume de solvente de 5,2 L. As extragbes
foram realizadas em ultrassom durante 1 hora, sendo que o material vegetal foi
extraido 5 vezes consecutivas, recolhendo-se os extratos através de filtragcao.

Secou-se entdo o solvente sob pressdo reduzida através de rota
evaporador e em seguida realizou-se a pesagem do extrato obtido.

4.3.Estratégias experimentais

Como estratégia experimental adotou-se a particdo do extrato bruto
hidroalcodlico por ELL e EFS, buscando-se fracbes com menor complexidade
metabdlica.

Estas fragdes obtidas foram entdo analisadas por CLAE-DAD, CLAE-
DAD-EM e CG-EM buscando a identificacdo de substancias conhecidas
através de desreplicagado e de substancias desconhecidas através de dados de
retencao, dados espectrométricos (espectros no UV, espectros de massas e
RMN) e comparagéo com alguns padrées comerciais (Figura 12).

Para facilitar a identificacao de substancias conhecidas por CLAE-DAD-
EM, foi construido um banco de dados com as substancias ja identificadas em
cana-de-acucar. Os dados espectrométricos destas substancias foram
utilizados como um filtro facilitando a desreplicacao.
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A identificacdo por CG-EM foi baseada na comparacao dos espectros
de massas com bibliotecas de dados disponiveis (NIST e WILEY), comparacao
dos indices de retencao calculados com os encontrados na literatura (bases de
dados — WebNIST, GMD) e analises de padrées comerciais. Foi realizada a
derivagdo das amostras para possibilitar a volatilizagdo e estabilidade dos
compostos polares.

Figura 12. Fluxograma dos processos experimentais realizados.
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4.4.Fracionamento do extrato hidroalcodlico por Extracao Liquido-
Liquido
O extrato hidroalcodlico foi fracionado através de extracao liquido-

liquido com diferentes solventes, de acordo com o procedimento descrito na
Figura 13.
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Figura 13. Fluxograma do processo de fracionamento por extracéo liquido-liquido do
extrato hidroalcodlico.
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Os solventes das fracbes foram evaporados em rota evaporador e em
seguida realizou-se a pesagem.

As fracOes obtidas e também o extrato hidroalcodlico foram analisados
em CLAE-UV-DAD Shimadzu®, sendo as amostras preparadas a uma
concentracdo de 10 mg/mL, utilizando-se MeOH para dissolver a fragcédo
hexanica, enquanto para as fragdes BuOH e H,O e para o extrato
hidroalcodlico utilizou-se a mistura MeOH/H,O 1:1. Foi utilizada coluna
Kinetex® Phenomenex C18 (160 x 4.6 mm, 2,6 um), injetando-se um volume
de 20 pL de cada amostra.

A fase modvel consistiu em agua com 0,1% de acido acético (solvente A)
e metanol com 0,1 % de acido acético (solvente B) sendo as condicbes de
gradiente: 0-45 min, 10-50% B; 45-55 min, 50-100% B; 55-60 min, 100% B.
Recondicionamento da coluna: 60-65 min, 100-10% B. Tempo de equilibrio: 15
minutos a 10% B. Foi utilizada uma vazao de 1,0 mL/min e a temperatura da
coluna foi mantida a 40°C. A deteccao foi feita no UV, sendo os espectros de
cada pico cromatografico registrados entre 200 — 400 nm. Os cromatogramas
foram registrados em 254 nm.

4.5.Fracionamento por Extracao em Fase Sdélida (EFS)

A fracdo BuOH obtida através de particdo do extrato hidroalcodlico por
extragao liquido-liquido, foi novamente fracionada por extragdo em fase sélida

utilizando-se coluna com fase estacionaria C18.
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Utilizou-se uma massa de 2,90 g da fracao BuOH, que foi dissolvida em

agua e uma pequena quantidade de MeOH.

A fase estacionaria utilizada para o empacotamento da coluna foi 30 g

de C18 Backerbond Octadecyl 40 um, propor¢cao de 1:10 (massa da amostra /

massa da fase estacionaria). Ap6s o empacotamento, calcularam-se entdo o

volume morto e o volume de eluicdo da coluna:

e Volume morto = Vm = 0,5 (H.d%)

Sendo: d = didmetro da coluna (em cm);

H-=

altura da fase estacionaria (em cm).

Vm=0,5(10,5.(2,8)%) ~ 41 mL

e Volume de Eluicdo = 3. Vm = 120 mL

A fase estacionaria foi entdo ativada com 120 mL de MeOH e em

seguida condicionada com o primeiro solvente de eluicdo, 120 mL de H»O.

Aplicou-se a amostra e entdo as sete misturas de solventes para eluicdo da

amostra:

e F1:
e F2:
e F3:
e F4:
e F5&:
e FG:
e F7:

120 mL de H0;

120 mL de MeOH/ H>O 20:80;
120 mL de MeOH/ H>O 40:60;
120 mL de MeOH/ H>O 60:40;
120 mL de MeOH/ H>O 80:20;
120 mL de MeOH;

120 mL de AcOEt.

As sete subfragbes obtidas foram secas sob pressao reduzida em rota

evaporador e pesadas.

Prepararam-se entdo amostras de cada subfragdo para analise em

CLAE-DAD Shimadzu® com coluna analitca a uma concentragdo de 10
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mg/mL, sendo que as subfracées de 1 a 5 foram preparadas utilizando como
solvente a mistura MeOH/H,O 1:1 e as subfracdes 6 e 7 utilizando MeOH.

As amostras foram analisadas utilizando coluna Luna® C18
Phenomenex (2) (250 x 4,6 mm, 5 um), sendo a fase mével composta por agua
com 0,1% de acido acético (solvente A) e metanol com 0,1 % de acido acético
(solvente B). As condigbes de gradiente foram: 0-35 min, 5-100% B; 35-42 min,
100% B. Recondicionamento da coluna: 42-45 min, 100-5% B. Tempo de
equilibrio de 15 minutos a 5% B. O volume injetado de cada amostra foi de 20
uL.

Foi utilizada uma vazao de 1,0 mL/min e a temperatura da coluna foi
mantida a 40°C. A detecc¢ao foi feita no UV, sendo os espectros de cada pico
cromatografico registrados entre 200 — 400 nm e os cromatogramas
registrados em 254 nm.

As subfracdes também foram analisadas por RMN de 'H e 'C
utilizando-se DMSO deuterado como solvente. Foi utilizado um espectrometro
de RMN VARIAN® INOVA de 500 MHz & temperatura de 28°C. Apds andlise do
perfil cromatografico e por RMN das subfra¢des F1 e F2 estas foram reunidas

em uma unica fragdo renomeada F1e2.

4.6. Analises por CLAE-DAD-EM

As subfracoes F1e2, F3 e F4 foram analisadas por CLAE-DAD-EM. As
amostras foram preparadas a uma concentracdo de 10 mg/mL, utilizando como
solvente a mistura MeOH/HO 1:1.

Foi utilizada coluna Kinetex® C18 (160 x 4.6 mm, 2,6 um), injetando-se
um volume de 25 uL de cada amostra. A fase mével consistiu em agua com
0,1% de acido acético (solvente A) e metanol com 0,1 % de acido acético
(solvente B) sendo as condicdes de gradiente: 0-45 min, 10-50% B; 45-55 min,
50-100% B; 55-60 min, 100% B. Recondicionamento da coluna: 60-65 min,
100-10% B. Tempo de equilibrio de 15 min a 10% B. Foi utilizada uma vazao
de 1,0 mL/min. Os cromatogramas obtidos com o detector UV foram
registrados em 254nm.
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As condicdes utilizadas no espectrébmetro de massas LCQ FLEET
(THERMO SCIENTIFIC) foram: ionizacao por IES, modos positivo e negativo, e
potencial de + 20 Volts ou — 20 Volts. Como nebulizador utilizou-se gas No.

Também foram realizadas analises por IES-EM/EM da subfracdo F4
através de infusdo direta a concentracdo de 1 mg/mL. As condicdes no
espectrometro de massas LCQ FLEET (THERMO SCIENTIFIC) foram:
ionizagdo no modo positivo,com um potencial de + 20 Volts, bomba de infusao
com fluxo de 20 pL/min. Como nebulizador utilizou-se gas N> e nos
experimentos de EM? utilizou-se He como gas de colisao.

Para confirmar a identificacdo de alguns metabdlitos foram realizadas
andlises por CLAE-EM/EM a fim de se obter a fragmentacdo de alguns ions
selecionados (EPI - espectros de ions produtos). Os experimentos foram
realizados em um espectrdmetro de massas ion trap linear (3200 QTrap;
Applied Biosystems) equipado com um Turbo lon Spray conectado ao sistema
de cromatografia liquida. Para obter os dados espectrais, foram aplicados
500 °C na temperatura do vaporizador e uma voltagem de 4,5 kV no Turbo lon
Spray no modo de ionizagdo negativo. O potencial de dessolvatacdo foi
ajustado para 50 V e N foi usado como gas de coliséo.

Desenvolveu-se um método que consistiu primeiramente de uma
varredura total (EMS - Enhanced Mass Spectrometry) e enhanced product ion
(EPI). Amostras foram diluidas com MeOH:H,O 1:1 com 0,1 % de acido
acético. Foi utilizada coluna Kinetex® Phenomenex C18 (160 x 4.6 mm, 2,6
um). A fase mével consistiu em agua com 0,1% de acido acético (solvente A) e
metanol com 0,1 % de acido acético (solvente B) sendo as condi¢cdes de
gradiente: 0-45 min, 10-50% B; 45-55 min, 50-100% B; 55-60 min, 100% B.
Recondicionamento da coluna: 60-65 min, 100-10% B. Tempo de equilibrio de
15 min a 10% B. A vazao foi de 800 uyL/min.

Para as analises de EPI, a velocidade de varredura foi de 4000 uma/s,
energia de colisdo de 30 V com spread de 20V e 60 ms para a captura de ion.
Todos os experimentos foram realizados na faixa de 50 a 600 m/z.
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4.7.Analises por CG-EM

A fracdo FH.O e as subfracbes F1e2 e F3 foram analisadas por CG-EM
apos serem submetidas a reacdes de derivacdo. Para isso foram utilizados
aproximadamente 15 mg de cada fracao, pesados separadamente em frascos
preparativos.

Na reacdo de metoximagdo a massa pesada de cada fracado foi entdo
ressolubilizada com 1 mL de solug¢do de cloridrato de metoxiamina 20 mg/mL
em piridina, e mantida a 30°C por 90 minutos para formagédo das oximas.

A seguir as amostras foram sililadas durante 30 min a 37°C com 1 mL
de MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)-trifluoroacetamida). Apés ficarem em
repouso na geladeira por 24 horas as amostras puderam entdo ser analisadas
por cromatografia gasosa.

O método de analise em cromatografia gasosa foi primeiramente
otimizado em CG-DIC Varian® CP 3800, sendo estabelecidas as seguintes
condicbes: modo de injecao split 1:10; temperatura no injetor a 230°C;
programa de aquecimento da coluna: 70°C isotérmico por 5 min, seguido por
aumento da temperatura a uma taxa de 5°C/min até 145°C, entdo a uma taxa
de 2°C/min até 200°C, e a uma taxa de 6°C/min até 290°C permanecendo em
290°C por 20 min, totalizando um tempo de corrida de 82,5 min; temperatura
no detector a 310°C; gas de arraste: nitrogénio a uma vazao de 1,0 mL/min.
Foi utilizada uma coluna SPB 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

As fracbes preparadas foram entdo analisadas por CG-EM Shimadzu®
QP 2010, utilizando técnica de ionizagao por elétrons e uma energia de 70 eV,
a faixa de aquisi¢cdo dos espectros foi de 50 a 700 Daltons e foram utilizadas
as mesmas condi¢coes cromatograficas estabelecidas para CG-DIC.

Para auxiliar a identificacdo dos metabdlitos nas fragdes, também foram
analisados, nas mesmas condi¢coes citadas acima, uma série de padrdes
comerciais de acidos organicos, acucares e alcoois de acucares. Realizaram-
se as reac0Oes de derivagdo para cada padrao separadamente, partindo-se de
1 mg de cada padrao e utilizando 100 pL de cada reagente. Os padrbes foram
analisados em CG-DIC isoladamente e para andlise em CG-EM foram
preparadas misturas de padrées para diminuir o tempo de anadlise, foram

utilizados padrdes com tempos de retencao ligeiramente diferentes para
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compor a mesma mistura. A seguir sdo apresentadas as 4 misturas de padroes

preparadas para analise em CG-EM:

e Mistura 1: glicerol, &cido trans-cinanico, xilose, ribitol, frutose e
acido ascérbico;

e Mistura 2: 4&cido benzbico, acido fumarico, &acido 3-
hidroxicinamico, arabinose, xilitol e galactose;

e Mistura 3: &cido tartérico, ribose, acido citrico, glicose e sorbitol;

e Mistura 4: acido oxdlico, acido malénico, acido adipico, &cido

quinico e manose.

Foi analisada uma amostra de padrdo da série homoéloga de n-alcanos
Cs-C4 para posterior calculo do indice de retencdo, para isso a solugéo
estoque do padréo de n-alcanos a 40 ug/mL foi diluida com hexano para 10
pg/mL.

Para o célculo do indice de retencéo (ly) foi utilizada equacao de Van
den Dool e Kratz, indicada para gradientes lineares de temperatura:

tx

1, =100, +100(= ")
t

n+l ~ fn

onde n é numero de carbonos do n-alcano anterior ao metabdlito, tx € o tempo
de retengdo do metabdlito de interesse, t, € 0 tempo de retengdo do n-alcano
eluido imediatamente antes do metabdlito e t,,1 € o tempo de retencdo do n-

alcano eluido imediatamente depois do metabdlito.
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5.Resultados e discussao

5.1.Extracao

Ao ser realizada a extracdo do material vegetal obteve-se uma massa
total de 152,58 g de extrato hidroalcodlico, o que corresponde a um rendimento
de 12,38%.

5.2.Fracionamento do extrato hidroalcodlico por Extracao Liquido-
Liquido
Foram obtidas trés fragdes a partir do fracionamento de 20 g do extrato
hidroalcodlico por extragdo liquido-liquido, Fracdo hexano, Fracdo BuOH e
Fracao H>O. As massas obtidas para cada fracéo estéo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Massas das fragdes obtidas por extragéo liquido-liquido de 20 g do extrato
hidroalcodlico

Fracao Massa (9) (%)
Hexano 0,06 0,30
BuOH 2,95 14,75
H.O 12,91 64,55
Recuperado 15,92 79,60

Os resultados deste fracionamento demonstraram boa separacao entre
as faixas polar, intermediaria e mais apolar do extrato, simplificando a
composicdo das fragcdes, como pode ser observado nos cromatogramas
obtidos em CLAE-DAD (Figura 14).
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Figura 14. Cromatogramas do extrato hidroalcodlico e das fracdes obtidas por
extracao liquido-liquido em CLAE-DAD, registrados em 254 nm.
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5.3.Fracionamento por Extracao em Fase Sdélida (EFS)

Apds a extracdo em fase solida de 2,90 g da Fracdo BuOH foram
obtidas 7 subfracées (nomeadas F1 a F7). Na Tabela 2 sdo mostradas as

massas de cada subfracéo obtida.
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Tabela 2. Massas das subfragbes obtidas por extracdo em fase sélida em C18 da
fracdo BuOH.

Fracao Eluente Massa (g) (%)

F1 H.O 1,47 55,47
MeOH/Agua

F2 20:80 0,10 3,77
MeOH/Agua

F3 40:60 0,53 20,00
MeOH/Agua

F4 60:40 0,42 15,49
MeOH/Agua

F5 8020 0,07 2,64

F6 MeOH 0,05 1,89

F7 AcOEt 0,01 0,38
Recuperado 2,65 99,64

O fracionamento possibilitou a obtencdo de subfracdes de menor
complexidade, além de oferecer boa separacdo entre os metabdlitos de
diferentes polaridades, facilitando as etapas seguintes de identificacdo por
técnicas hifenadas. Na figura 15 sdo mostrados os cromatogramas das
subfragdes analisadas por CLAE-DAD.
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Figura 15. Cromatogramas das subfracbes obtidas por EFS-C18 analisadas em
CLAE-DAD, registrados em 254 nm.
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As subfracbes também foram analisadas por RMN de 'H e as
informacdes obtidas através de seus perfis, juntamente com as informacoes
obtidas pelos espectros no UV das analises por CLAE-DAD, possibilitaram a
sugestdo de algumas classes de metabdlitos presentes em cada subfracao,
facilitando e direcionando as proximas etapas de identificacao.

Figura 16. Espectro de RMN de 'H obtido para a F1.
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Figura 17. Espectro de RMN de "H obtido para a F2.
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Figura 18. Espectro de RMN de 'H obtido para a F3.
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Figura 19. Espectro de RMN de "H obtido para a F4.
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Figura 20. Espectro de RMN de 'H obtido para a F5.
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H obtido para a F6.
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Figura 22. Espectro de RMN de "H obtido para a F7.
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Por apresentarem tanto perfis cromatograficos quanto os perfis por RMN

de 'H semelhantes as subfracdes F1 e F2 foram reunidas em uma Unica fragdo

para o restante das analises sendo renomeada F1e2. Esta fracao apresenta as

substancias mais polares do extrato, através dos espectros de RMN pode-se

observar grande presenca de acucares (majoritarios, com sinais entre 3 e 5

ppm), mas também evidencia-se a presenca de compostos fendlicos, devido

aos sinais observados na regidao dos compostos aromaticos, sinais entre 6 e 8

ppm. Esta informagédo se confirma pelos espectros de UV dos picos

observados por CLAE-DAD, que apresentam maximos de absorcdo em 290 e

325 nm, bandas caracteristicas de acidos clorogénicos.
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Ja as subfracbes F3, F4 e F5 de polaridade intermediaria, apresentam
sinais na regido dos aromaticos mais intensos (entre 6 e 8 ppm), e também
apresentam sinais de acgucar (entre 3 e 5 ppm), 0 que indica a presencga de
flavondides glicosilados, grupo de substancias muito comuns em extratos de
cana-de-acucar. Esta informacao é reforcada pelos espectros de UV destas
fracbes, que apresentam substdncias com maximos de absorcdo em
aproximadamente 280 e 340 a 350 nm, bandas caracteristicas de flavonas.

As subfracbes F6 e F7, mais apolares, apresentaram perfis por RMN de
'H mais simplificados e indicam a presenca de uma ou duas substancias
majoritarias, porém os sinais obtidos para as duas fracées seguem o padrdo
de ftalatos (sinais de compostos aromaticos entre 6 e 8 ppm, referentes a
substituicdo orto do anel), indicando a contaminacao destas fracoes.

5.4. Analises por CLAE-DAD-EM

As subfracées F1e2, F3 e F4 foram analisadas por CLAE-DAD-EM,
tanto no modo positivo, quanto no negativo. Todos os espetros registrados no
modo positivo apresentaram sinais em m/z 279 e m/z 205, provavelmente
resultantes de algum residuo no aparelho (como por exemplo, ftalatos) e que
portanto ndo serdo considerados. A seguir sdo apresentados os resultados
obtidos para cada fracao.
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5.4.1. CLAE-DAD-EM da subfracao F1e2

F1e2 — detector UV (254 nm):
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F1e2 — detector EM (modo negativo):
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Analisando os dados espectrométricos juntamente com os tempos de
retencdo foi possivel a identificacdo de 6 acidos clorogénicos nesta fracao
(Figura 23), sendo 3 isdbmeros do acido cafeoilquinico e 3 isbmeros do &cido
feruloilquinico. A seguir sdo apresentados os espectros de massas (nos modos
positivo e negativo) e espetros no UV dos picos identificados, de acordo com
sua ordem de eluigéo:
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Tempo de retencdo 9,62 min — Acido 3-cafeoilquinico (MM: 354)
Modo negativo: [M-H]: 353,45
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Modo negativo: [M-H]: 367,34
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Modo positivo: [M+H]": 369,14
¥, ;s ;o
[M+H-192]": 177,73 (perda de &cido quinico)
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Tempo de retencdo 16,41 min — Acido 4-cafeoilquinico (MM: 354)
Modo negativo: [M-H]: 353,76

AnaPaula_Fi4-02_LCMS_esi_neg_08092011_AnaFaulaKinetex_neg #3992 RT: 1641 AW: 1 NL: 1.13E3
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [150.00-2000.00]

@
70721
1000
200
&
2 goo
s
£
~ 400
35376
200 368 77 T4 1060.79
172328 307.68 1 L 467 .25 62160 §95.24 807 95 90294 947 59 [ 1124.04 1267 .34 1331.04 14394456 164773 ATITTS
T e B o L e L o I L o T B B m o oo
200 300 400 500 800 700 200 00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 700 1300 100 2000
miz
R +.
Modo positivo: [M+H]": 355,20
¥, L ;o
[M+H-192]": 163,71 (perda de &cido quinico)
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T:ITMS + ¢ ESI Full ms [150.00-2000.00]
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e Tempo de retengédo 16,97 min — Acido 5-cafeoilquinico (MM: 354)
Modo negativo: [M-H]: 353,33
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Modo positivo: [M+H]": 355,98
¥, ;. ;o
[M+H-192]": 163,88 (perda de &cido quinico)
AnaPaula_Fm1-02_LCMS_esi_pos 05082011_AnaP aulakinetex_pos#1018 RT: 16.84 AW 1 NL: 921E2Z e
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Tempo de retencdo 23,62 min — Acido 4-feruloilquinico (MM: 368)
Modo negativo: [M-H]: 367,20

AnaPaula_Fi1-02_LChS_esi_neqg_05082011_AnaPaulakinetex_neg #1422 RT: 23.62 AV: 1 HNL: 1.84E2
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [150.00-2000.00]
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Modo positivo: [M+H]": 369,15
[M+H-192]": 177,70 (perda de acido quinico)

AnaPaula_Fi1-02_LCMS_esi_pos 06092011_AnaPaulakinetex_pos#14123 RT: 2345 AV 1 NL: 5.82E2
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e Tempo de retengéo 25,53 min — Acido 5-feruloilquinico (MM: 368)
Modo negativo: [M-H]: 367,16
AnaPaula_Fi1-02_LCMS_esi_neq_08002011_AnaPaulakinetex_neq #1537 RT: 25.43 AM: 1 HL: 536E1 o
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [150.00-2000.00]
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Modo positivo: ndo detectado

Todos os espectros no UV para os picos relacionados acima seguem padréo
de acidos clorogénicos com bandas de absorgdo em 299 e 325 nm:
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5.4.2. CLAE-DAD-EM da subfracao F3

F3 — Detector UV (254 nm):

RT: 0.00-53.88

M NL
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F3 — Detector EM (modo negativo):
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Nesta fracdo também foram identificados os mesmos acidos
clorogénicos presentes na fracdo F1e2, além de um flavondide, orientina
(Figuras 23 e 24). Os espectros de massas no modo positivo ficaram com
intensidades muito baixa e dificil visualizagdo, porém por comparagdao dos
tempos de retencdo, espectros no modo negativo e espectros no UV a
identificagdo foi comprovada. A seguir sdo apresentados os tempos de
retencao e valores de massa dos acidos clorogénicos identificados novamente
nesta fracao; e os espectros de massas (modos positivo e negativo) e espectro

no UV da orientina, de acordo com sua ordem de eluicao:
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e Tempo de reten¢do 9,80 min — Acido 3-cafeoilquinico (MM: 354)

Tempo de retencdo 15,79 min — Acido 3-feruloilquinico (MM: 368)
Tempo de retencdo 16,44 min — Acido 4-cafeolilquinico (MM: 354)
Tempo de retencdo 16,94 min — Acido 5-cafeoilquinico (MM: 354)
Tempo de retencédo 23,46 min — Acido 4-feruloilquinico (MM: 368)

Tempo de retencédo 25,16 min — Acido 5-feruloilquinico (MM: 368)

Tempo de retencéo 31,29 min — Orientina (MM: 448)
Modo negativo: [M-H]: 447,84
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Modo positivo: [M+H]": 449,53
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5.4.3. CLAE-DAD-EM da subfracao F4

F4 — Detector UV (254 nm):

RT: 0.00- 50.08 Q
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Foram identificados nesta fracdo 4 flavondides: orientina (também
presente da fragao F3), vitexina, diosmetina-8-C-glicosideo e tricina-4’-O-(eritro
ou treo)-guaiacilgliceril éter-7-O-glucopiranosideo (Figura 24). A seguir sao
apresentados os espectros de massa (modos positivo e negativo) e espetros
no UV dos picos identificados, de acordo com sua ordem de elui¢ao:



Tempo de reteng@o 31,39 min — Orientina (MM: 448) ou Iso-orientina.
Modo negativo: [M-H]: 447,28

AnaPaula_Fmd_LCMS_esi_neg_06092011_AnaPaulakinetex_neg #1895 RT:31.25 AM: 1 NL: 3.10E2Z
T ITWS - ¢ ESI Full me [150.00-2000.00]
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Modo positivo: [M+H]": 449,38
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Tempo de retencéo 35,67 min — Vitexina (MM: 432)
Modo negativo: [M-H]: 431,88

AnaPaula_Fmd_LCMS_esi_neg_08092011_AnaPaulakinetex_neg #2156 RT: 3667 AV 1 NL: 1.30E3 @
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Modo positivo: [M+H]": 433,80

AnaPaula_Fm4_LCMS _esi_pos_05082011_AnaPaulaKinetex_pos #2142 RT: 3545 AW 1 NL 367E3
T: ITMS + ¢ ESI Full mz [150.00-2000.00]
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Tempo de retengé@o 36,92 min — Diosmetina-8-C-glicosideo (MM: 462)
Modo negativo: [M-H]: 461,62

AnaPaula_Fid_LCMS_esi_neg_08092011_AnaPaulakinetex_neg #2228 RT: 3688 AW 1 NL 161EZ
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [150.00-2000.00]
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Modo positivo: [M+H]": 463,55
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e Tempo de retencao 43,57 min — Tricina 4’-O-(eritro ou treo)-guaiacilgliceril éter-

7-O-glucopiranosideo (MM: 688)
Modo negativo: [M-H]: 687,53

AnaPaula_Fidd_LCWS_esi_neg_08092011_AnaPaulakinetex_neq #2633 RT: 43.87 AW: 1 NL: 6.31EZ
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Modo positivo: [M+H]": 689,71
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A sequir, nas Figuras 23 e 24, sdo mostradas as estruturas das
substancias identificadas nas trés fragcoes analisadas por CLAE-DAD-EM.
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Figura 23. Acidos clorogénicos identificados por CLAE-DAD-EM
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Figura 24. Flavondides identificados por CLAE-DAD-EM.
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5.4.4. Identificacao de acidos clorogénicos

A esterificagdo de um ou mais tipos de acidos trans-cinamicos
(cindmico, cumarico, cafeico, ferulico e dimetoxicinAmico) com uma ou mais
das quatro hidroxilas do acido quinico resulta em uma classe de metabdlitos
secundarios denominados &cidos clorogénicos. Isto implica na formacéo de
uma série de isbmeros de posicdo para cada acido trans-cinamico, resultante
da esterificacdo em cada uma das posi¢des do acido quinico; por exemplo, a
série de quatro isbmeros de posicdao para os acidos cafeoilquinicos (acido
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cafeico esterificado em cada uma das 4 hidroxilas do &cido quinico).
Normalmente é encontrada em uma planta toda a série de isdmeros de posicao
de um determinado acido, com excessdo dos derivados com esterificagdo na
posicao 1 do acido quinico, que sao de ocorréncia relativamente rara, portanto
muitas plantas produzem somente os derivados com esterificacbes nas
posicoes 3, 4 e 5 (Gobbo-Neto 2007).

A identificacdo dos &acidos clorogénicos encontrados nas fracoes
analisadas foi feita com base na espectrometia de massas, utilizando
principalmente os espectros de ions produtos (EPl) no modo de ionizagao
negativa, mas também utilizaram-se os dados de tempos de retencéo relativos
em coluna C18 e espectros no UV.

O mecanismo de fragmentacdo dos acidos clorogénicos € influenciado
fundamentalmente pela facilidade de perda de uma unidade de acido cafeico,
ou ferulico, esterificada em uma posicdo especifica do acido quinico,
determinada pela sua proximidade espacial com a carboxila ou hidroxila no
carbono 1 do acido quinico. No caso dos derivados 5-acil, um H da carboxila
do acido quinico € abstraido para a eliminagcéo da unidade cafeica; no caso dos
derivados 3-acil, € abstraido um H da hidroxila em 1; e no caso dos derivados
4-acil, como nao ha proximidade espacial com a carboxila ou hidroxila em 1, &
necessaria a eliminagcado de H,O a partir de uma das hidroxilas vizinhas (nas
posicées 3 ou 5 do acido quinico) antes da eliminagdo da unidade cafeica.
Estas diferengas na fragmentacéo levam a marcantes diferengas na inensidade
e natureza dos ions produtos nos espectros de segunda geragao,
possibilitando a diferenciacado entre os isdbmeros posicionais. (CLIFFORD et al.
2003)

Os picos cromatograficos que apresentaram o ion de m/z 353 como pico
base nos espectros de massas no modo negativo e o ion de m/z 355 no modo
positivo indicam a presencga de acido cafeoilquinico (MM: 354 u). Os espectros
no UV obtidos para estes mesmos picos cromatograficos conferem com
espectros caracteristicos desta substancia (UV max: 299 e 325 nm). Em cada
fracao (F1e2 e F3) sdo encontrados 3 picos cromatograficos com estas
caracteristicas e os espectros de ions produtos para o ion precursor m/z 353
diferem entre si, possibilitando a distin¢cdo entre os isbmeros.
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O espectro de ions produto para o pico com tempo de retencédo 16,41
min (Figura 25) apresentou m/z 173 (referente a unidade de &cido quinico
desidratada) como pico base, m/z 191 (referente a perda da unidade cafeoil) e
m/z 179 (referente a perda da unidade quinica). Como o fragmento m/z 173 sé
aparece em &cidos clorogénicos que possuem a unidade de acido cafeico
esterificada na posicdo 4 do &cido quinico, o pico foi atribuido ao acido 4-
cafeoilquinico. A fragmentacdo do pico com tempo de retencdo 9,62 min
(Figura 26) gerou m/z 191 como pico base e m/z 179 com intensidade relativa
de 50%. Ja o pico com tempo de retencao 16,97 min (Figura 27) produziu m/z
191 como pico base e m/z179 com intensidade relativa bem menor. Sabendo-
se que o padrdo de eluicdo observado para os 3 acidos cafeoilquinicos em
C18 é: tR do acido 3-cafeoilquinico < tR do acido 4-cafeoilquinico < tR do acido
5-cafeoilquinco (Gobbo-Neto 2007) e observando as intensidades relativas do
ion m/z 179 atribuiu-se o pico com tempo de retengdo 9,62 min ao acido 3-
cafeoilquinico e o pico com tempo de retencdo 16,97 min ao acido 5-
cafeoilquinico.

Figura 25. Espectro de ion produto do ion precursor m/z 353 do &cido 4-
cafeoilquinico.
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Figura 26. Espectro de ion produto do ion precursor m/z 353 do &cido 3-
cafeoilquinico.
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Figura 27. Espectro de ion produto do ion precursor m/z 353 do &cido 5-
cafeoilquinico.
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Ja os picos cromatograficos que apresentaram o ion de m/z 367 como
pico base nos espectros de massas no modo negativo e o ion de m/z 369 no
modo positivo (14 unidades de massa atbmica maiores que 0s acidos
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cafeoilquinicos) indicam a presenca do acido feruloilquinico (MM: 368 u). O
padrao de espectro no UV para esta substancia € exatamente o mesmo que
para o acido cafeoilquinico (UV max: 299 e 325 nm). Em cada fracédo (F1e2 e
F3) sdo encontrados 3 picos cromatograficos com estas caracteristicas, sendo
que os espectros de ions produtos para o ion precursor m/z 367 diferem entre
si, possibilitando a distincao entre os isbmeros.

O espectro de EPI para o pico com tempo de retencdo 23,62 min
(Figura 28) apresentou m/z 173 o que evidencia a acilagdo na posi¢do 4 do
acido quinico, atribuindo-se entdo este pico ao acido 4-feruloilquinico. A
fragmentagédo do pico com tempo de retengédo 15,79 min (Figura 29) gerou m/z
193 como pico base e m/z 191. J& o pico com tempo de retencdo 25,53 min
(Figura 30) produziu m/z 191 como pico base. Sabendo-se que o padréo de
eluicdo observado em fase reversa C18 para os 3 acidos feruloilquinicos é: tR
do acido 3-feruloilquinico < tR do &cido 4-feruloilquinico < tR do acido 5-
feruloilquinco (Gobbo-Neto 2007), atribuiu-se o pico com tempo de retencao
15,79 min ao acido 3-feruloilquinico e o pico com tempo de retencao 25,53 min
ao &cido 5-feruloilquinico.

Figura 28. Espectro de ion produto do ion precursor m/z 367 do &cido 4-
feruloilquinico.
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Figura 29. Espectro de ion produto do ion precursor m/z 367 do &cido 3-
feruloilquinico.
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Figura 30. Espectro de ion produto do ion precursor m/z 367 do &cido 5-
feruloilquinico.
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A identificacdo das séries de isbmeros dos acidos clorogénicos (acidos
cafeoilquinico e feruloilquinico) deve ser destacada, uma vez que € o primeiro
relato da presenca destas substdncias em extratos de folhas de cana-de-

acucar.
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5.4.5. Identificacao de flavondides

As flavonas sdo as classes de flavonoides mais abundantes na cana-de-
acucar assim como seus derivados metilados e glicosilados, estando presentes
tanto os O-glicosideos como os C-glicosideos. Apresentam grande absorcao
no UV exibindo duas bandas caracteristicas: banda | (320-385 nm) — absorcao
do anel B e banda Il (250-285 nm) — absorc¢ao do anel A. (Vila 2006)

Figura 31. Estrutura quimica geral de uma flavona.
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Fonte: Vila 2006.

A identificacao foi feita através dos dados de espectrometria de massas,
utilizando tanto os espectros no modo de ionizagdo negativo quanto no modo
positivo e espectros no UV, todos coerentes com o padrdo de espectro de
flavonas. Para confirmagcédo das identificagbes foram realizadas analises por
CLAE--EM/EM.

Dos flavonoéides identificados a orientina, a vitexina e a diosmetina-8-C-
glicosideo sao flavonas C-glicosiladas, as quais apresentam fragmentagcdes
bem definidas na literatura, referentes principalmente a fragmentacdo do
acucar. As principais perdas sao -150 u, -120 u, -90 u e -60 u, sendo que na
maioria dos casos sdo melhor visualisadas no modo negativo, pois 0 modo
positivo gera muita fragmentacéao, dificultando a elucidacao estrutural (Figuras
32, 33 e 34). Ja a tricina 4’-O-(eritro ou treo)-guaiacilgliceril éter-7-O-
glucopiranosideo € uma flavona O-glicosilada, que apresenta como principal
fragmentacéo a perda da unidade de acucar (figura 35).
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Figura 32. Confirmagao da identificagcdo da orientina (MM:448). EPI no modo positivo
do ion m/z 449 e EPI no modo negativo do ion m/z 447.
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Nomenclatura de fragmentacao baseada em Domon e Costello, citados por Colombo, 2009.
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Figura 33. Confirmacao da identificagdo da vitexina (MM:432). EPI no modo positivo
do ion m/z 433 e EPI no modo negativo do ion m/z 431.
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Nomenclatura de fragmentagcdo baseada em Domon e Costello, citados por

Colombo, 2009.
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Figura 34. Confirmacao da identificacdo da diosmetina-8-C-glicosideo (MM:462). EPI
no modo positivo do ion m/z 463 e EPl no modo negativo do ion m/z 461.
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Nomenclatura de fragmentacao baseada em Domon e

Costello, citados por Colombo, 2009.
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Figura 35. Confirmacéo da identificacdo da tricina 4’-O-(eritro ou treo)-guaiacilgliceril
éter-7-O-glucopiranosideo (MM:688). EPI no modo positivo do ion m/z 689 e EPI no
modo negativo do ion m/z 687.
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Nomenclatura de fragmentacao baseada em Domon e Costello, citados por Colombo, 2009.
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A fragdo F4 foi analisada por IES-EM/EM através de infusdo direta a

uma concentracdo de 1 mg/mL no modo positivo. Através dos dados de EM?

obtidos e comparacdo com dados de fragmentacao ja publicados na literatura

(Colombo et al. 2008 e 2009) foi possivel a confirmacdo da identificacao de

outro flavonoide: swertisina (7-O-metilapigenina-6-C-glicosideo).

Figura 36. TIC (cromatograma de ions totais) da subfracdo F4 no modo positivo; EM?

do ion m/z 447 no modo posi

tivo.
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Fragmentagao — modo positivo:
[M+H]"= 447
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Nomenclatura de fragmentacéo baseada em Domon e Costello, citados por Colombo, 2009.
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5.5.Analises por CG-EM

Antes das analises das fracdes por cromatografia gasosa foi realizado o
processo de derivacao, para que fosse possivel a volatilizacao e estabilizacao
térmica dos compostos polares presentes nestas fracdes. Foram realizadas

duas reaclOes de derivagao, a metoximagao e a sililagao.

A seguir sao apresentados os cromatogramas obtidos nas analises por
CG-DIC e CG-EM da fragéo FH»,0 e subfracdes F1e2 e F3, apds derivagao.

Figura 37. Cromatogramas obtidos por CG-DIC e CG-EM para a fragédo FH,O.
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Figura 38. Cromatogramas obtidos por CG-DIC e CG-EM para a subfracéo F1e2.
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Figura 39. Cromatogramas obtidos por CG-DIC e CG-EM para a subfragao F3.
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Foi analisada nas mesmas condi¢des utilizadas para as fragdes, uma
amostra de padrdes de n-alcanos de Cg a Cao, para calculo do indice de

retengao.

Figura 40. Cromatogramas da amostra de padrdes de n-alcanos analisada por CG-
DIC CG-EM.
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Nas condi¢des utilizadas para analise dos padrdes de n-alcanos, foram
identificados os hidrocarbonetos de C10 a C37, sendo que os respectivos
tempos de retencéo foram utilizados para o calculo do indice de retengédo dos
picos cromatograficos das amostras.

A identificacdo dos metabdlitos derivados foi feita através de
comparacao dos seus espectros de massas com aqueles das bibliotecas de
dados NIST e WILEY, pela comparagdo dos indices de retencao obtidos
experimentalmente com valores tabelados (Golm Metabolome Database — Max
Planck Institute e WebNIST) e em alguns casos através de comparacdo com
padrdes comerciais injetados nas mesmas condig¢oes.

A seguir sdo apresentados os cromatogramas das misturas de padrdes
comerciais analizados por CG-EM. Os cromatogramas dos padrdes analisados
isoladamente por CG-DIC sao apresentados nos Anexos 1 a 22.
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Figura 41. Cromatograma da mistura de padrdes 1 analisada por CG-EM.
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Figura 42. Cromatograma da mistura de padrées 2 analisada por CG-EM
Figura 43. Cromatograma da mistura de padrées 3, analisada por CG-EM
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Figura 44. Cromatograma da mistura de padrées 4, analisada por CG-EM.
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Alguns dos padrbes de agucares analisados apresentam dois picos
cromatograficos, como por exemplo a galactose que aparece nos tempos de
retencdo 37,259 min e 38,132 min. Isto se deve a formacdo dos
estereoisbmeros syn e anti dos seus derivados metoximados, porém o0s
espectros de massas de ambos o0s picos cromatograficos sao iguais. Os

espectros de massas obtidos para cada padrdo sdo apresentados nos Anexos
23 a 51.

Na Tabela 3 sdo mostrados os 61 metabdlitos que foram identificados
por CG-EM nas fragbes analisadas, assim como 0s seus respectivos tempos
de retencdo, indices de retencdo calculados e encontrados na literatura,
similaridade do espectro de massas com 0 espectro das bibliotecas de dados
(NIST e WILEY) e as fragdes em que o metabdlito foi identificado. Os espectros
de massas de cada substancia identificada por CG-EM sao apresentados nos
Anexos 52 a 112.
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Tabela 3. Metabdlitos identificados por CG-EM com seus respectivos tempos de
retencdo (tR), indice de retencéo calculado (IRca), indice de retencdo encontrados na
literatura (IR.), porcentagem de similaridade do espectro de massas com a biblioteca
de dados e as frag6es em que foram identificados os metabdlitos.

Metabolito tR (min)  IRca IRLx  Similaridade Fracées
1 acido latico 2TMS 9,124 1054 1057 93% Fle2; F3
2 acido glicolico 2TMS 9,700 1072 1078 84% F1e2; FH20
3 Valina TMS 10,078 1083 1083 91% F1e2; FH20
4 alanina TMS 10,570 1098 1087 97% F1e2; FH20
5 &cido hidracrilico 2TMS 11,978 1142 1144 87% Fle2
6 acido hidroxibutirico 2TMS 12,477 1158 1163 82% Fle2
7 acido malonico 2TMS* 13,865 1202 1207 89% F1e2; FH20
8 valina 2TMS 14,170 1212 1222 94% F1e2; FH20
9 dietilenoglicol 2TMS 15,085 1243 1238 95% Fle2
10 serina 2TMS 15,439 1255 1255 80% FH20
11 2-aminoetanol 3TMS 15,682 1263 1265 87% FH20
12 acido fosférico 3TMS 15,874 1269 1283 96% FH20
13 leucina 2TMS 15,878 1270 1264 91% Fle2
14 glicerol 3STMS* 16,007 1274 1267 96% F1e2; FH20; F3
15 isoleucina 2TMS 16,482 1290 1294 90% Fle2
16 prolina 2TMS 16,543 1292 1297 80% F1e2; FH20
17 acido fenilacético TMS 16,600 1294 1303 84% F3
18 glicina 3TMS 16,807 1301 1304 86% FH20
19 acido succinico 2TMS 17,150 1313 1314 93% Fi1e2; FH20
20 acido glicérico 3aTMS 17,584 1329 1336 93% Fi1e2; FH20
21 uracila 2TMS 17,721 1334 1346 88% Fle2
22 serina 3TMS 18,429 1360 1363 85% FH20
23 treonina 3STMS 19,091 1384 1389 80% Fi1e2; FH20
24 acido glutarico 2TMS 19,676 1405 1407 73% Fle2
25 alanina 3TMS 20,187 1423 1427 86% FH20
26 homoserina 3STMS 20,829 1446 1447 81% FH20
27 acido malico 3TMS 21,967 1486 1487 89% F1e2; FH20
28 eritritol 4TMS 22,556 1506 1505 89% Fle2
29 acido piroglutamico 2TMS 22,791 1513 1510 91% F1e2; FH20
30 acido aspartico 3TMS 22,936 1518 1517 90% FH20
31 acido trednico 4TMS 24,254 1558 1567 91% F1e2; FH20
32 fenilalanina 2TMS 26,314 1618 1640 94% Fi1e2
33 acido glutdmico 3TMS 26,346 1619 1614 86% FH20
34 acido 4-hidroxibenzoico 2TMS 26,468 1622 1637 90% Fle2; F3
35 acido p-hidroxifenilacético 2TMS 26,913 1634 1648 86% Fle2
36 asparagina 3TMS 28,107 1666 1664 87% FH20
37 xilitol 5TMS* 29,167 1694 1700 82% Fle2
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38 ribitol 5TMS* 30,148 1719 1721 88% Fle2

39 acido cis-aconitico STMS 31,500 1752 1754 93% FH20

40 acido isovalinico 2TMS 31,796 1759 1760 92% F3

41 acido ribénico 5TMS 31,891 1761 1742 94% FH20

42 acido citrico 4TMS* 34,517 1824 1837 94% FH20

43 adenina 2TMS 35,778 1854 1885 92% Fle2

44 frutose TMEOX 5TMS* 36,529 1871 1850 92% F1e2; FH20; F3
frutose TMEOX 5TMS* 36,973 1882 1850 93% F1e2; FH20; F3

45 galactose TMEOX 5TMS* 37,241 1888 1866 86% F1e2; FH20

46 glicose TMEOX 5TMS* 37,541 1895 1874 85% F1e2; FH20; F3

galactose TMEOX 5TMS* 38,134 1909 1866 82% FH20

glicose IMEOX 5TMS* 38,267 1912 1874 85% F1e2; FH20; F3

47 manitol 6TMS 38,882 1926 1923 87% FH20

48 acido p-cumarico 2TMS 39,157 1932 1948 92% F3

49 tirosina 3TMS 39,185 1933 1958 94% Fle2

50 acido galacténico 6TMS 42,531 2009 1991 84% FH20

51 acido palmitico TMS 44,120 2046 2047 86% F3

52 inositol 6TMS 45,644 2081 2096 87% F1e2; FH20

53 acido ferdlico 2TMS 45,810 2085 2104 87% F3

54 acido cafeico 3TMS 47,874 2137 2152 78% F1e2; FH20; F3

55 sacarose 8TMS 58,590 2629 2714 92% F1e2; FH20; F3

56 acido 5-feruloilquinico 6TMS 64,515 3079 - - Fle2; F3

57 acido 5-cafeoilquinico 6TMS 64,845 3102 3190 - Fle2; F3

58 acido 4-feruloilquinico 6TMS 65,645 3150 - - Fie2; F3

59 acido 4-cafeoilquinico 6TMS 65,930 3167 3240 - Fl1e2; F3

60 acido 3-feruloilquinico 6TMS 66,075 3175 - - Fle2; F3

61 acido 3-cafeoilquinico 6TMS 66,330 3191 3260 - Fle2; F3

*além do indice de retengao, estes padroes foram identificados por comparagdo com
padrées comerciais.

Nas trés fracbes analisadas o pico mais intenso aparece no tempo de
retencdo de 58,590 min e corresponde a sacarose 8TMS, o que ja era
esperado, uma vez que foram analisadas fragdes polares, solUveis em agua, e
sabe-se que este aglcar é o principal metabdlito produzido pela cana-de-
acucar.

Para alguns metabdlitos identificados, como o caso dos 4acidos
clorogénicos (metabdlitos 56 a 61), ndo foram encontrados espectros de massa
nas bibliotecas de dados NIST e WILEY para comparacdo. Porém a
identificagédo foi possivel através da analise da fragmentacao obtida com dados
ja relatados na literatura. A identificacdo também foi facilitada devido ao fato
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destes acidos clorogénicos também terem sido identificados por CLAE-DAD-

EM nas mesmas fracoes.

Figura 45. Espectros de massa obtidos para os isbmeros de posicdo do acido
cafeoilquinico. A: acido 5-cafeoilquinico; B: acido 4-cafeoilquinico; C: acido 3-

cafeoilquinico.
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Na figura 45 s&o apresentados os espectros de massa dos isémeros de
posicao do acido cafeoilquinico. A identificagdo destes metabdlitos baseia-se
principalmente na presencga dos ions caracteristicos da fragmentagcdo em m/z
345 e m/z 307 (Figura 46), residuos respectivamente da fragmentac¢ao do acido
quinico e do grupamento cafeoil. Os isbmeros puderam ser diferenciados de
acordo com a abundancia relativa (%) destes ions, como mostrado na Tabela
4. Outro dado utilizado para a confirmacao foi o indice de retencéao calculado
que esta relativamente préximo ao valor encontrado na literatura. (Fuchs et. al

1996)
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Figura 46. ions caracteristicos da fragmentacédo do acido cafeoilquinico.
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Tabela 4. Abundancia relativa (%) dos ions m/z 345 e m/z 307 para os isdbmeros de
posicéo do acido cafeoilguinico trimetilsililado.

Isémero m/z 345 m/z 307
Acido 3-cafeoilquinico 95 100
Acido 4-cafeoilquinico 2 100
Acido 5-cafeoilquinico 100 42

Na Figura 47 sédo apresentados os espectros de massa para 0s
isbmeros de posicdo do acido feruloilquinico, que segue a mesma ordem de
eluicdo que os isémeros do acido cafeoilquinico.

Figura 47. Espectros de massa obtidos para os isdmeros de posicdo do acido
feruloilquinico. A: acido 5-feruloilquinico; B: &cido 4-feruloilquinico; C: &cido 3-
feruloilquinico.
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Neste caso os ions caracteristicos da fragmentagcdo sdo m/z 345
(referente ao grupamento do acido quinico) e m/z 249 referente ao grupamento
feruloil (Figura 48). A diferenciagdo entre os isémeros também baseia-se na
abundancia relativa (%) entre os ions, e esta porcentagem segue o mesmo

padrao observado para os isbmeros do cafeoilquinico.

Figura 48. ions caracteristicos da fragmentacéo do acido feruloilquinico.
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A identificacdo das séries de isdbmeros dos acidos clorogénicos por CG-
EM foi possivel devido a derivagdo das substancias e demonstra que mesmo
substancias polares e de peso molecular mais elevado podem ser analisados
por cromatografia gasosa, técnica mais robusta e reprodutivel que a CLAE-
DAD-EM.
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6.Conclusodes

O estudo do extrato hidroalcodlico das folhas de cana-de-agucar
demonstrou a grande complexidade da matriz metabdlica desta espécie. Sendo
assim o fracionamento do extrato foi importante para possibilitar a identificacéo
dos metabdlitos em misturas, sem a necessidade de isolamento e elucidagao
estrutural por técnicas off line de substancias ja conhecidas.

O tratamento inicial do extrato e das fracées obtidas por CLAE-DAD e
analises por RMN possibilitaram uma visdo geral da composicéo e das classes
de substancias presentes em cada fragéo, facilitando as etapas de identificacao
posteriores.

A andlises por CLAE-DAD-EM e CLAE-EM/EM possibilitaram a
identificacdo de duas séries de isbmeros de posi¢cdo de acidos clorogénicos
(acido 3-cafeoilquinico, acido 4-cafeoilquinico e acido 5-cafeoilquinico; acido 3-
feruloilquinico, acido 4-feruloilquinico e acido 5-feruloilquinico), substancias
inéditas em extratos de folhas de cana-de-acucar e também de cinco
flavondides glicosilados (orientina, vitexina, diosmetina-8-C-glicosideo, tricina
4’-O-(eritro ou treo)-guaiacilgliceril éter-7-O-glucopiranosideo e swertisina).
Estas técnicas se mostraram uma eficiente ferramenta na identificacdo de
substancias em misturas e os experimentos de EM? e EPI (espectro de ions
produto) foram de grande importancia para a confirmagdo destas
identificacoes.

Os experimentos por CG-EM resultaram na identificacdo de 61
metabdlitos presentes nas fragbes analisadas, sendo principalmente:
aminoacidos, &cidos orgéanicos, alcoois de acucar, aglUcares e acidos
clorogénicos. A derivagcdo das amostras possibilitou a volatilizacdo e
estabilidade destes metabdlitos polares. A identificacdo deste grande numero
de substancias foi possivel devido a comparacdo dos espectros de massas
com as bibliotecas de dados (NIST e WILEY) e dos indices de retencao
calculados com os encontrados na literatura.

Sendo assim, pode-se concluir que as analises por CG-EM se mostraram
mais eficientes para andlises metabdlicas dos extratos e das fracdes

estudadas, uma vez que possibilitaram a identificacdo de um namero elevado
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de substancias (61 metabdlitos) com maior facilidade e em uma uUnica analise
(apesar da necessidade das rea¢des de derivagao).

As analises por CLAE-EM nao foram tao representativas da composicao
das fracoes, pois um numero grande de metabdlitos ndo foram identificados.
Porém, com os experimentos de espectrometria de massas sequencial foi
possivel a rapida confirmacdo da identificacdo de algumas classes de
metabdlitos, sendo essa uma técnica mais eficiente no monitoramento de
substancias de interesse, possibilitando a identificacdo e acompanhamento dos
metabdlitos através de analises por infusdo direta do extrato (sem a
necessidade de derivacdo das amostras).

Desta forma, durante a realizacao deste projeto de mestrado foi possivel
a aplicacdo e aprendizado de vérias técnicas separacédo e identificacdo de
metabdlitos (primarios e secundarios) e a melhor diferenciacdo entre as
aplicagcbes de cada técnica utilizada (CG-EM e CLAE-EM).

Este trabalho vem contribuir para os estudos metabémicos iniciais de
cana-de-agucar e auxiliar nos que virdo a seguir, como experimentos de cultivo,
identificacdo de marcadores responsaveis por mudancas metabdlicas em

situagdes de estresse, entre outros.
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ANEXOS
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Anexo 1. Cromatograma do 4cido oxalico 2TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 2. Cromatograma do 4cido benzoico TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 3. Cromatograma do acido malénico 2TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 4. Cromatograma do glicerol 3TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 5. Cromatograma do 4cido fumarico 2TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 6. Cromatograma do acido adipico 2TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 7. Cromatograma do acido trans-cinamico TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 8. Cromatograma do &cido 3-hidroxicinamico 2TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 9. Cromatograma do acido
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tartarico 4TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 13. Cromatograma do xilitol 5TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 14. Cromatograma do ribitol 5TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 15. Cromatograma do &cido citrico 4TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 16. Cromatograma do acido quinico 5TMS analisado por CG-DIC.
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Anexo 17. Cromatograma da
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por CG-DIC.
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Anexo 18. Cromatograma da &cido manose MEOX 5TMS analisada por CG-DIC.
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Anexo 20. Cromatograma da glicose MEOX 5TMS analisada por CG-DIC.
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Anexo 21. Cromatograma
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do sorbitol 6TMS analisado por CG-DIC
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Anexo 22. Cromatograma do &cido ascorbico 4TMS analisado por CG-DIC.

Target:
1000

| i B 1 ‘

39 49 77 20

S MESEPYUNINNS SN . PR US| N S S
60 70 80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 240 250 260 21 280 2

1: 308 Trimethylsiyl ether of alycerol $% 3.7-Dioxa-2 8-dislanonane, 2,2.8 8-tetramethyl 5[t vy $4 3.7-Diowa-2 B-disilanonane, 22,8, 8tetramethyl 5{imethylsiloxy)- $3

1000- o

N

59 49 77 20
SSRGS SN MY PSRN S S . (S N 1
60 80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

1}9 293
20 20 240 280 280 270 20 290

Anexo 23. Espectro de massas obtido por CG-EM para o glicerol 3aTMS — 96% de
similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 16,022 min); Mistura 1.
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30 60 70 80 80 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220
1:220: 2-Propennic acid, 3phenl- timethylsiyl ester

100¢-

500
_ 145 210
] s1 ‘ ‘ 82
I| I\‘ T “‘-“S\ T T } T T III + T ‘II ‘\“ T ]-:E T \lsz T |‘ T III
50 % 70 %0 %0 1o 1o 130 i) 140 10 160 170 150 1%0 20 2o 2o
Anexo 24. Espectro de massas obtido por CG-EM para o 4cido trans-cinamico TMS —
97% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 23,752 min); Mistura 1.
Target
1000-
7307
103
500
17
o 1 30
A% b F o w8 T oo g 2 6260 7 e | a1 46
75 10 155 1% 115 20 s 250 255 3o B 350 35 o 4l 430
4 467 : di¥plose, 2.3.4 5-tetrakis-0-{trimethylziyl)-, o-methyloxime 3
1000- .
- o b
j " 103 \fijj/Ei\sf
005 ¢ Y
1 507 Ay
o 1 . N
A TR N R |‘ w o ‘DT L, 3 uw_ T e |

Anexo 25. Espectro de massas obtido por CG-EM para a xilose MEOX 4TMS (pico 1)
— 90% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 27,286 min); Mistura

1.

Target:

1000
7503
103
300 377
0 14 1 30
5 7 160 138 77
Ca TR S I LA O O (1 ] M LA weg 27 e " 30 s 36 a1 JORT
T 1 T T 1 T T T T T T T T T T T
73 100 125 130 175 200 225 230 205 300 323 330 373 400 425 430
4 467 : dylose. 2,34 54etrakis-0-(imethylsilyl)-, o-methylosime 33
1000 =

38 38 ny 133 ‘ 180 oy

[ I i m | Ll " "
7 100 155 130 115 2lo ads 3o 3ls 350 315 ko 45

Anexo 26 Espectro de massas obtido por CAG—EI\/I“para a xilose MEOX"4TMS (pico 2)
— 91% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 27,704 min); Mistura
1.
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Target:
1000
7509
500] . a7
103 o "
0 B 120 e - 318
b i £ . li‘ ‘ ! L ! ! 1?9‘ I‘. a3} b 265 M7 e m\. ‘. 3 395 407 4
= 100 125 150 175 200 s 230 275 300 315 330 375 400 2
1:512: Ribiol, 1,2,3,4,5-pentakis-0{trimett hy\s\\y\]-
1000 - :
g e
o oy
| |
500 0 o T
- " w5 A I P
2503 e 07318
P I 5 RN b1 175 mﬁ ‘I bl hrid 1‘;? ‘\. ‘\. 3 o
% i) 135 150 175 | Is 2% 25 300 330 3 40 45
Anexo 27 Espectro de massas obtldo por CG- EM para o} r|b|toI 5TMS - 95% de
similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 30,352 min); Mistura 1.
Taiget:
1000
7503
103
500] 217
250 u1 L o
3l 4 ¥ “13\3 EDEA N L B g 28 oo g oaws o s o ‘ 4y a6t ; ; el
IEU 125 1S U 175 200 215 250 300 325 350 3 400 4235 4:U 475 300 515 350
2569 D-Fructose, 13455pen akis-0-(trimethylzilyl)-, O-methyloxime $§
1000 . ‘
ﬂ 103 o,
«| 7509 : o N
| s
; W 307 SRS
147 K
e - 133 ‘
:-|g \M slg || 1}‘ M‘ |\ 1\|‘ l‘\ \‘ || 31 63 | 91 h 335 36\4
7 100 125 130 175 200 25 250 275 300 335 330 375 400 425 430 475 500 535 530
Anexo 28. Espectro de massas obt|do por CG-EM para a frutose MEOX 5TMS (pico 1)
— 93% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 36,541 min); Mistura
1.
Target:
1000
7507
103
500] Pt
250 w atl
I L REE RV Lo 260 T oae o3 o335 am s s o0 4 s s L 554 57
7 100 155 120 175 20 2% 0 ; ) 3ls B s 4 415 430 475 sto sls sho
1: 569 D-Fructose, 1.3.4.5 B-pentakis-O-[timethwlsiyl}, O-methylosime 53
1000 —
ﬂ 103 ‘%" N
«| 7507 ; A .
| | EY S
500 7 307 VAR
147 A
e L 133 .
il | s‘s | li‘ | ‘ m 2 1?? ‘ﬁ) L, 231 RN g1 ‘\ 33 364

‘ ‘
% 100 155 1% 175 20 2% 25 ) 3ls B 35 do 415 430 475 sto sks sho

Anexo 29. Espectro de massas 6btldo por CG-EM para a frutose MEOX 5TMS (pico 2)
— 92% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 36,998 min); Mistura

1.
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Target:
1000
7504
5007 147
E 3
2309 17 205
1. 133 ™ . s
1 s T U] | Tid 160 135 21 243 | 258 u s || 450 3% 3 105 418 4m M8 4y
75 0 125 150 17s 00 225 250 275 300 335 330 3] 400 425 450
2 464 L-Ascorbic acid, 2355tetlak\sﬂ[tnmslhy\s\lyl]
1000 <
NI px
E b
3 s I
500 Gl
1 i 332 Ty
250 ! a1
E i3
2ol s | L Lo 230 304 | w4 3 3R H5 g
1o 115 130 115 200 s 2% 25 3o 3ls 300 3“‘< o 1ls 430

Anexo 30. Espectro de massas obtido por CG-EM para o acido ascérbico 4TMS —
95% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 39,645 min); Mistura 1.

Target
1000 T
q 105
50 135
5004
18] 51
| - 06 194
1 el S - B | NS MC I b b
5 60 70 80 50 100 110 120 130 140 150 160 ] 180 180 200
2154 Benzoic acid timethylsilpl ester

IEDE: 0 178

75 77 7 )
5004 135
Ifﬂé 51 O

] 7 06 154
’|‘ |‘||'|S I | 121 I |\
T " T T T

40 100 110 120 130 140 130 160 170 150 150 200

Anexo 31. Espectro de massas obtido por CG-EM para o acido benzdico TMS — 96%
de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 15,106 min); Mistura 2.

Target:
1000

1: 260 2-Butenedioic acid [E)-, bisltrimethysil] ester
1000

o
5 5 1 . 47
2 \‘ g 5 ¥ H | Dy 7L 27 i

i) 70 %0 % 1h 110 130 1% 1 150 160 170 1% 1% 2o 2lo 2o 2% 2o 20 260

Anexo 32. Espectro de massas obtido por CG-EM para o acido fumarico 2TMS — 97%
de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 18,209 min); Mistura 2.

Tanget
1000
7504
b 103
500
] m
pE 7 W
7 s b w1 188y ‘
A b L S L P A e
100 125 150 175 20 25 i 275 300 125 w0 355 i s 40

Anexo 33 Espectro de massas obtido por CG-EM para a arabinose MEOX 4TMS
(pico 1) — ndo identificado pela biblioteca de dados (tR: 27,855 min); Mistura 2.
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103

147

133 189

160

38
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[ —— 330 362 4“[‘. 436
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467

SN 0 300 35 S

Anexo 34 Espectro de massas obtido por CG EM para a :arablnose:MEOX 4TM
(pico 2) — nao identificado pela biblioteca de dados (tR: 27,959 min); Mistura 2.

Taiget:
1000

103

35 85

IEE
1. 512 Kyl akls O-{timethylsiyl]-

ol, 1.2.3.4 5-pent;
1000 -

103

319
‘\ |\

- 189
5 H 5 . ! Ly \ .

Anexo 35 Espectro de massas obtldo por CG EM para o] X|I|tol 5TMS - 95% de
similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 29,596 min); Mistura 2.

Target
1000
7503
1 03 3
500 308
1 9
250 ‘ " s
1 5 138 . 1
SO | U WL/ S e I PR S R I PR L —
50 7 100 135 150 175 200 2 250 300
1: 308 Cinnamic acid, mtrimethylsilosy)-, trimethylsiyl ester
1000 - 5 v
4™ B
j 7509
sccé 203 1 249 @J(l\‘
2:‘c§ it \;f\
1 3 N 5 102 N ol 15 A I | 5 N i ‘I ‘\
50 ' T T T Tk T T Tl T T T Tk T T T T Tae T Tk e a0 sk
Anexo 36. Espectro de massas obtido por CG-EM para o &cido 3-hidroxicinamico
2TMS — 89% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 36,526 min);
Mistura 2.
Target:
1000
7503
500
147 1 »
4 PUET N 160 w
E T [ I e ‘\ o 62 377 291 037 | 343 364 374 3% | 409 432 B 46 430 55
75 100 125 150 175 200 35 20 275 300 335 3%0 s a4 S0 @5 s 530
2 627+ GALACTOSE OXIME 6THS $4
1000-
g
j 7503 318
s00] 25
W
230
0
B l}. i |lw 139 ‘l\ 7 8130 ‘\
% 1l 155 130 115 R 2% 25 3o 35 330 3T 4o 4ls o 45 s B

Anexo 37. Espectro de massas obtido por CG-EM para a galactose MEOX 6TMS
(pico 1) — 89% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 37,259 min);
Mistura 2.
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Target:
1000
750
5009
1 7 0 318
2507 103 517
1% 8 u7 129 160 15 |z [ .,
15 T - L1 L1l i 18 bl s a7 201 5 | oy 36 . j j |
7 100 115 1% 17 200 2% 250 ofs 300 355 350 355 o a5 430 4Fs

3: 627 GALACTOSE OXIME ETHS $%
1000 5

.
j 7504 319
5004 205
E u7
2504 s .
1 117 57 - |
i3 I 89 | I B = 18 Al “I 8 a7 281 30 \‘ ; : :

: 100 125 150 175 200 225 300 335 330 375 400 425 450 475

Anexo 38. Espectro de massas obtido por CG-EM para a galactose MEOX 6TMS
(pico 2) — 89% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 38,132 min);
Mistura 2.

Target
1000
7503
500
E 147
757l 5
] 189 28 . .
i L8 0oy B e s o LI ) 263 2] P s 351 g7 ave  3es B
7 1b0 155 130 115 2o s 250 25 slo 3ls B 35 4o 4l
2: 438 Tartaric acid, bis-O-(trimethylsiyl)., bis{timethylsiy) ester §5
1000 -

] ] b
4 5
j ::l‘.z L

3 I

5005 S

3 147 oo

250 s Ere R
2 s
b i 2w o 1B .L’g s o, 363 7 ‘\. 05 an s 381 4
% 1d0 115 130 175 2o s 250 255 slo 3k 350 35 o als
. L - °
Anexo 39. Espectro de massas obtido por CG-EM para o 4cido tartarico 4TMS — 95%
de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 27,015 min); Mistura 3.
Taiget:
1000
7509
103
5009 .
o 147 307
59 % 713 160 LN
3 I i I S PRI WD . S P ' S 526 ! 51 | 3ls 33 36 421 432 46
7 100 125 150 175 200 225 250 275 300 a5 350 375 400 435 450
2467 : d-Ribose, 2,3.4.5-tetrakiz-0-imethylsil]-, o-methyloxime $3
100 -
- ko
j 04 0 i b
\5’: \5{
00 i Y
5 307 Aoy
o 147 7 £
: 5
S T M N - ‘. Mo L gl ueg 7 W 330
: 100 125 150 175 200 5 300 a5 350 375 400 435 450

Anexo 40. Espectro de massas obtido por CG-EM para a ribose MEOX 4TMS — 92%
de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 28,530 min); Mistura 3.
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Target:
1000

73

ol s s s GF e o M ] e s wme s || L s a4 e
EA] 100 125 150 173 200 225 230 273 300 325 330 375 400 423 430

1:480: CITRIC ACID-TETRATMS $% 1.2.3-Propaneticarbonylic acid, 2{(timethylsilwllony]- trisltrimettwksiyl] ester (C4S) TETRAKISTRIMETHYLSILYL CITRIC ACID $3

1000 =

500+ 7 773

‘I M7 33T 463
I

133 s 5
i L1 L

Anexo a1, Esgectrgde rﬁass;s ob’écicdo pf)Sr CésD—EM c ara Sg écigo citarsgco 431"i'MSAi 953}; de "
similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 34,304 min); Mistura 3.

.
I B P

o

Target
1000
7503
500
] 147 i
253? i o 160
9 I Sf I‘l} “‘.“ L ILE?.‘ 189 256 M % |\‘ M3 al s T ‘ : .
75 100 1 150 1 0 300 3 350 37 400 4 40 F; a0 0
8: 627 Glucose oxime hexaTMS
1000 .
I
j 7503
sccé . 318
] 147
2507 1" m
1z | A R L I 5
7 100 125 150 175 0 25 230 275 300 315 330 375 400 415 450 435 500 525 530
Anexo 42. Espectro de massas obtido por CG-EM para a glicose MEOX 6TMS (pico
1) — 85% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 37,548 min);
Mistura 3.
Target:
1000
7503
500
7 . 318
204 103 . 150 , bo
1% i £ l} l‘\gl T “ 17 189 i L 2 91 303 | 37
7 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 330 375
9: 523'[:0%\?1:05& oxime he‘xaTMS
A
j 7504 X
o] . " 319
zfcé 1 7
e R e NE R

T T T T T T T T T T
200 215 5 300 32. 330 375

Anexo 43. Espectro de massas obtido por CG-EM para a glicose MEOX 6TMS (pico
2) — 86% de similaridade com espectro da biblioteca de dados (tR: 38,271 min);
Mistura 3.

Taiget
1000

s0t]
- 39

W7

307
R TR Yo A N N M LY 93 4 4l 9 B
SRR NS N S R SN | N A SRS N S L
o0 135 150 175 0 5 250 30 s 40 45 430 P 00 525

i} 275 330 375 5‘ §
Anexo 44. Espectro de massas obtido por CG-EM para o sorbitol 6TMS — néo
identificado pela biblioteca de dados (tR: 39,199 min); Mistura 3.

17 12 .
N < 137 SO U]
¥ g | L 1 U5 |
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Target:
1000-
147
7503
500]
2504 ) .
' :Iy LU 37 102 117 133 | 175 150 23 29
50 i) 70 50 P T T Y T T T T T A N Y T Y T TR i %0
2234 ; Ethanedioic acid, bist nmelhplsl\y\] ester $% Oxalic acid, bis(timethylziyl] ester $3
1000- .
- T
. A AL
j b 14 /s{ T:Hk: y
5004
2507
: 5.9 Ll 102 17 131 h 173 150 28
50 i) 7 0 s w00 1o 10 10 M0 150 160 10 10 10 200 200 20 20 240 20 260 i fo
Anexo 45. Espectro de massas obtido por CG-EM para o acido oxalico 2TMS — 95%
de similaridade com a biblioteca de dados (tR: 11,657 min); mistura 4.
Taiget:
1000~ ey
7503
5ucé 3
Ifﬁé 43
: 2 4 g LB i L 173 180 27 e 23
50 % % 0 %0 R R R R R R R T R R A T R R R 280
1: 248 : Propanedioic acid, bis(trimethylsilyl] ester
j 1000 7 » o
j 353% 6 Wﬁr it
] 3
s00]
qué
] 5.1 \‘ 87 i 149 133 ‘\ 18 204 2?5 248
50 Y 70 50 5% T T Y T T T T ot o P P MY P P T P 280
Anexo 46. Espectro de massas obtido por CG-EM para o acido malénico 2TMS -
96% de similaridade com a biblioteca de dados (tR: 13,886 min); Mistura 4.
Target
1000 5 T
]
] 303
500
] 21
2504
] 133
1 | |I\ R w ] Al e o o ws W) I
s ‘Hm""l“"”"""“H'*uc""““"'"H*l'”"acc”‘
Anexo 47. Espectro de massas obtido por CG-EM para o &cido adipico 2TMS - nao
identificado pela biblioteca de dados (tR: 20,162 min); Mistura 4.
Target:
1000
T:'Gi 343
300
] 147 2
2504
cE 9 ‘|| ol 1?3 W 1s§lfl A f%f“ |, 19w I31I3‘ 34 ‘\ _ 3“9 S IS s 4.“ g 7

Anexo 48. Espectro de massas obtldo por CG EM para o aC|do qumlco 5TMS - nao
identificado pela biblioteca de dados (tR: 35,879 min); Mistura 4.
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Target
1000~
?:'cé
sccE . . Br
250 160
] UK ‘ m N
I R R N TR N N | 336 w6 50 8w 52
B A 1“55"'“cc‘”:2‘*”'“0”':?fs'”scc”'zz‘:""sc a5 M0 45 40 4 s
Anexo 49. Espectro de massas obtido por CG-EM para a manose MEOX 5TMS (pico
1) — n&o identificado pela biblioteca de dados (tR: 37,123 min); Mistura 4.
Tanget
1000~
?scé
sccé
] 7 03 39
2y 3 . 180 : -
12 H i 7 l\gl " I“ oy 1 . L o B0 pL sy 3
Tu0 s R "'mc""ﬂ"""" EERE e "3
Anexo 50 Espectro de massas obtldo por CG-EM para a manose MEOX 5TMS (plco
2) — nédo identificado pela biblioteca de dados (tR: 37,583 min); Mistura 4.
Taiget:
1000
5]
00 1
33
= 1 L 205
5 h A : 1 l||? 152 8 2L s 23 s M a7 I 3%5‘ ke 37‘4 I U P
100 125 150 175 200 25 250 271 300 323 350 375 400 423 430
1 AEA:ASEDHBIEAE\DPEHTM%
1000 =
B
j i 147
5004 332
o3 7 205
58 ‘I B s | ‘ NN f’g LR |, W + 29 L] . | CrR T a9 2
IED 125 154 G 175 GD pril 275 300 325 35 D 375 4GD 425 450
Anexo 51. Espectro de massas obtido por CG EM para o &cido ascérbico 4TMS —
94% de similaridade com a biblioteca de dados (tR: 39,635 min); Mistura 4.
Target:
wnu: 117 1
TEDé
sccé
Ei léél
39 133 9
B PRNIEH PSRN N O SN NI SN e N O S S
EE 70 EE B‘E 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 30 240 250 260 P 280
1:234: Propanoic acid, 2[[Inmehy\s\lyl]uxy] trimethylsilyl ester
1000 o N
- ] 1 ! [
7503 A AL
j 'D; /:{W)L' \
5003
c— 11
A TR "N N VAR . 3
IEE‘H‘-IDHHE‘EHHG‘EHHl&ﬂ”‘llI}HlE‘HHDH14EH1DHIIEDH1I3HIEE‘ lED II:D‘I lEHIEI‘EIHHIDHHIAEH"I%E‘IHEE‘EHHFEDHHWE‘E‘

Anexo 52. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 1: acido latico
2TMS.
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Target:
1000
750]
sccé
5 ] 177
2307 5 205
Bl 3 45
] 18
1l \‘ ‘ i ‘\ 1‘9 9I3 ! . . |‘ I . il . i . . ‘|
EG 70 SE EE 100 110 140 130 160 180 190 200 210 220 230 240 230 260 270 250
2: 220: Acetic acid, [[timethylsill)oxy]-, timethylsilyl ester
1000
- T 0
A Ve
o sk
] -
5003
?505 205
] 5 T 1
"6 70 80 20 100 110 140 EE 60 180 T 2o 2o 220 230 20’ 250 270 280
Anexo 53. Espectro de massas obtldo por CG- EM para o metabdlito 2: acido g|ICO|ICO
Target:
1000
7507
sccé
liﬂé 35
| 146 5 2
-\ H T T ||‘ T T T T l-‘E T T 1;4 T T T =1
30 60 0 80 50 110 140 150 160 170 180 190 200
2:189: Fdline, timethylsily ester $3
1000
a ] 0
2 )\'Lk)kyéi
sccé 2
ZSEE
q 146 5 7
] NE: ‘ 13 156 7 ‘
190 200

5 70 %

90

110

10 150 160 170 180

Anexo 54. Espectro de massas obtldo por CG EM para o metabdlito 3: valina TMS.

Target:
1000 1%
750
s00] [
Ziﬂé 147
i m 133 10 P 218
50 & 70 50 120 130 140 150 160 170 150 19 200 210
1:233: [Alaning, N-{trimethyleiyll-, timethplsiyl ester $% Alarine, N-{timethylziyl}, timethplell ester, - $3
) loooy T -
p K »
B 7503 /\s\i)iw)k_/'{
1 7
3004
0]
b 47
7 L 133 |5 150 28
50 & 70 50 120 130 140 150 160 170 150 19 200 210
Anexo 55. Espectro de massas obtldo por CG-EM para o metabdlito 4: alanina TMS.
Target:
1000 it5j
7503
scoé 7
] 77 219
2509 - o
i ; | I
T T = L T L T T
7 80 120 130 140 150 160 170 180 19 200 210 m
1: 234 : Propanoic acid, 3(rimethylsiyl)om]-, Wimethylsil ester §5
1000 T
. k
j -;scé /u\i wr\/\u;
3 »
500
z*ué 7 e
] i 133 ‘ L
! \| | .“\‘ 1 Ll ‘ L ‘ ; E ; ; ;
120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 m

Anexo 56 Espectro de massas obtido

hidracrilico 2TMS.

por CG-EM para o metabdlito 5:

acido
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Target:
1000
C' 3
s0c] -
] 191
2504
£ 93 133 s .

| ] L ] il il

T T T T T T T r T T T T T T T

i) 70 50 % 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230
1: 248 Butanoic acid, 3{[kimethylsiylaxpl, timethylsiyl ester $3 .beta.-Hydrorpbutyric acid ims) $%

1000
E b P
j ':395 g /-\i /-i‘
s0c]
E 191
250
] 8 o 23
I \‘wl‘ L ‘I Ll ||I - ‘\ ; n P ; :

) 50 % 1lo 120 150 140 180 180 " 20 210 2D 230
Anexo 57 Espectro de massas obtido por CG EM para o metabdlito 6: acido
hidroxibutirico 2TMS.

Target:
1000
7507
s00]
E 7
250]

f 149

E 133 23

IR BN ‘ I :e ‘

T T T T T T T T r T T T T T T T
60 70 i) 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 20
2: 248 : Propanedioic acid, bisltimethylsilyl) ester
1000
. ]
3 AT
v -4
] 3
5003
250
] “ 233
| Eu 5 108 13 i " " ‘
80 70 50 100 110 120 130 10 150 180 170 150 190 200 210 220 230
. T L A s
Anexo 58. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 7: acido malénico
Target:
1000 T
7501
] 73
s00]
503 a8
i Il 86 P 7 3 L L6 203 ! 6 28
& 70 % % 00 10 120 150 40 150 160 10 18 180 200 200 20 250 240 250 260 20 280
2: 261 : L aline, N-{trimethyliyl]-, wimethylsiyl ester
B 1000 W -
. I
j 7509 \“,\'.{ _/Ex’
] SN
sccg 5
2504 118
& 50 % 00 10 10 150 40 10 160 170 18 190 200 200 20 250 40 250 260 20 280
Anexo 59 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 8: valina 2TMS.
Target:
1000
7503
500 7
2509
39 103 147 N
Lo il il ; |‘.‘ L ke j j j j
80 70 50 % 100 110 120 150 140 150 160 170 130 150 200
1: 250 3,6.9-Trioxa-2,10-dislaundecane, 2,2,10,1Metramethyl-
1000
j 7 M Ad
i A s
j 7509
5009
2509
" 103 o
2SS O TR S 1 OSSN s TN
80 % 100 "o 120 130 140 150 160 " 170 180 190 200

Anexo 60 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 9: dietilenoglicol

2TMS.
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Target:
1000 -
1 7 136 132
'.‘SD:
o] 103 147
ol \‘Iu . | T . ‘ . . — . ‘\ . ‘ | . 1\9‘ ‘ : ‘ ‘ 207 ‘ LI‘ : i
) 70 % % 100 110 120 130 140 150 160 170 150 190 200 20 220 230
2 249: Serine, bis(trmethylsivll $3
1000 =
a ] ! |
] S0
E 132 |
] 0
.EEE 16 i}
] 55
] T ‘ & 105 147 219 T
] . 2 2
"\Iu I.l\ i : |\ |‘| : L |\| : |l : 1:|9‘ 169 : 148 : m : L : i
L) 70 5 % 100 110 120 130 140 150 160 170 130 150 200 2o 20 230
. 2 .
Anexo 61. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 10: serina 2TMS.
Target:
1000y e
750]
s00] 7
2504 > 8 100 17
17 N 133 .
50 70 50 % 100 110 120 130 140 150 160 170 150 150 200 210 20 230 240 230 260
2 277 - Silanamine, 1,1,1-tamethyl-N-timethwlziyl)-M-[ 24 timethylzilljosy|ethyl} [CA5) 2-AMMOETHANOL-TRITMS $% 3-0xa-6-aza-2,7-disil , 2,2,7 T4etamethylE- 3%
1000
- ; T SiMay
j 7503 7 !’;1!&3{32{32;!1!’;3
s00]
55 86 100 147
il I | N 134 e L 138 I 8 0 b
0 70 % % 100 110 120 130 140 130 160 170 150 190 200 210 20 230 240 230 260
. T
Anexo 62. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 11: 2-
aminoetanol 3TMS.
Target:
1000y e
750
] 7
5005
250]
] 133 3 ; o
i n g 03 13 L, 147 8167 5 Wt 35 25 268 i L
L e e o
0 s 9 1 120 s 170 180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
1: 314 Slanol. timethyl, phosphate (311 [CA5) PHOSPHORIC ACID-TRITMS 8 TRISTRIMETHYLSILYL PHOSPHORIC ACID 4% Tris(rimethylsil] phosphate 33
1000 i
N ] (SiMeg
j 750 Me33i0E05iMe3
5003 7 ¢
2509 34
E 13 , ; )
i % m 103 i) L il 5 :D\'E}l 223 269 & ‘ ‘h
" T : r r T T T . T r T r T r T T T r T mamay: r T 1 r
€ 70 8 0 100 10 120 15 0 1 16 170 18 18 200 200 220 250 240 25 260 20 280 20 300 310

Anexo 63. Espectro de massas obtido por CG-EM para ‘

fosférico 3STMS.

metabdlito 12: acido
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Target:
1000 -
7509
500 B
250
; 2%
5 102 147
59 M s i 115 133 \ L fo1 218 23 260 2 31
6 70 8 8 100 10 120 1% 140 15 160 170 18 18 200 210 220 230 240 250 260 200 280 290 300 310
2 275 L-Leucine, N-[timethylsilyl]-, timethylsilyl ester
1000 -
5
-
j 750] \E{\{ ‘/gi
A
5009 -
2504
7 ; 8 A 116 133 i |. 1 18 G 20
6 70 s s 100 1o o 10 o 10 160 1o 1 180 200 200 20 230 #0250 280 Ao 2k o slo
Anexo 64. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 13: leucina
Target:
1000y
147
5009 205
250] 1 i
] 133 28
] 58 ‘ i . 181
SN A . N O UM PR S S M: |SNR MNS SSMBMUS M EMSMMMM—_
50 60 70 50 % 100 10 10 150 140 130 160 10 18 190 200 210 20 250 240 250 260 20 280 290
1: 308 Trimethylsiyl ether of gycerol §$ 3,7-Dioka-2,8-disilanonane, 2,28 8-tetiamethyl-5: $% 3.7 -Dioxar2, B-disll 2,28, B4etramethyl 5 loxy]- $%
1000 - :
- t ™1 s
7 el =, ot
] 147 2 ol
5005 !
250] & H7
1 ‘ 133 18
] 59 48 -
S R [N RN PRI S A E—_ L
0 60 70 50 % 100 10 10 10 W0 10 10 170 18 180 20 220 260 M0 250 260 20 280 290

Anexo 65. Espectro de massas obtido

3TMS.

por CG-EM para o

metabdlito 14: glicerol

Taget:

100¢-

T304

500+

250+

| 170

50 60 80
1: 279 L soleucine, N-{trimethylsilyl)-, timethylsiyl ester

T
110

170

100¢-

a

j 750 5

35
L I

36

100
L

114

133

L1

ITE

2TMS.

T
100

110 120

130

140 l‘ﬁ IEG 17 l] 180

19

Anexo 66 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 15:

0

T
230

T T
230 240

isoleucina

200 2i0 220

Target:

1000-

129
Ll |
T

216
(I

T T T
60 70 80

2:258: L-Praline, 1-imethylsiyl]-. trimethylsiyl ester

120

130

1000-

a

=]

84

IDG

115

133

10 o

T
50

IDE 11[!

PD

13I3 14I3 15 E lED

20

T
I“E lSD IED 1IZE 210

Anexo 67 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabélito 16: prolina 2TMS.



119

Target:
1000+

3] 58
1l |

EID 70 80 %0 100 110 120 130 140 130 160 170 180 190
1:208: Benzeneacetic acid, timethylsill ester
1000

a

E i 91 i 193
o £ 1 I : w_ ‘ 137 19 : L : : |
b 1lo 3 1% 1o 150 160 1ho 150 1%

Anexo 68. Eshectro de massas obtido por‘CG—EM para o metabdlito 17: acido
fenilacético TMS.

Target:
1000: T
505 3
15 17
-] 243
507 5 38
25 | 10 153 -
| 117 7
| | | | ‘ | ! \
T T y T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 0 80 0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 730 240 250 260 270
1: 291 Glycine, N N-bisltrimethylsiyl)-, timethylsiyl ester
1000 Ny
. ] LN -
f Sue1 ey
| 70 7oy
500 73
] \ L0
. 248 5
138 ¥ 100 1 - {‘ 274
17 ) | | 117 ol 158 ‘\ 188 204 N i
T T T T T

& 70 50 % 1o 1l 110 130 140 1% 1t 170 1% 1% 2o v 2h 2% Ao 2o 2% )

Anexo 69. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 18: Qliciﬁa 3TMS.

Target:
lDI]E: 7
7504
s00] 3
ESDE
1 s 247
17 7 129 8 )
L ol e P h‘ j ST ; - j . A
60 0 80 50 100 110 120 130 140 130 160 170 180 180 200 210 220 230 40 230
1: 262 : Butanedioic acid, bisltimethlsiv] ester $3 Succinic acid (tms) #
1000 ey
] 0
“ ] !
-1 AW 5
- ] 3 /;i“INL\r\
3009
ESDE
1 5 247
PVRPRSRRES  SEN E  T 6 N' ONS S SNSN : S T M S
80 %0 100 110 120 130 140 150 160 180 190 200 210 20 230 240 2350

Anexo 70. Espeotro de massas obtido por CG-EM bar o metabdlito 19: &cido

succinico 2TMS.
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Target:
1000
F 147
500
b 139 .
2504 103 2
1 s M 17 13‘3 o 205 w
EA Al s ! " i i | ! .
T r T T r T T t T r y T r t r r T r T y T r r T
0 7 3 % 100 10 120 130 140 150 1 170 18 180 200 200 220 230 240 250 260 270 280 2% 300
2: 322 : Propanoic acid, 2, 3his] imethylsillosy]- timethylsib ester $&
1000 5 -
= .
P N2 st
< 703 5 s o
- ] 4 A j)k \
3 139 L
250] 103 133 ‘ bich)
R 17 203 ‘
17 I L L 175 | Jos 1 ‘ e
.‘..‘..‘.““.“.‘..‘.“.
0 7 0 %0 10 120 150 170 180 1% 200 0 26 2 20
Anexo 71. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 20: acido
glicérico 3TMS.
Target:
100c 07
%
7 u7 256
13
b N A e )
70 80 % 1o 1lo 1o 1k 1o 1% 160 170 180 180 200 210 20 230 240 250
1: 256 Puimidine, 2,4-bis((timethylsilljoxy]- (CAS) URACIL, 02 04BIS[TRIMETHYLSILYL) $3 URACIL DITMS $5 URACIL N.M-DITMS $3 B hwlsilyuraci §$ Bis(0: hylsiblluraci $3 2,4-Bi hylsiyluraci $3 2,40 Bi hylelylluracil $ 2.4-Bistrimettksil imiding
1000
e T
Mey3iD | N (3iMeg
‘ﬁ\j’
L
% 236
3 147
113
o FF S 5 NI ‘\ [ T ] w || ‘ |“\
1o 110 1 130 1o 1l 160 10 180 1%0 200 2o P! 2% o 250
Anexo 72. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 21: uraC|Ia 2TMS.
Target
1o . -
b
100 7
16 133 156 188 ‘ -
|\ 5 ] L | | | o
T T } T T T T T 7 T T T T T — T T T 7 T
70 110 120 130 140 150 160 170 150 150 200 200 0 20 240 250 260 270
1: 321 : LSerine, N.0-bis{timethylsilyll-, timethylsiy| ester $§ Alaning, 3{iimethylsiospN-Irmethylsilyll-, timethwlsilyl ester, L- $3 N.0,0-Trisltimethylslyl|-L-serine $3 Trisltimethylslyl)-L-seine $3
1000~ 7 -
] 04 N ‘/\51’
A A
b .
1
.
147 |
100
116 188 .
‘ |‘| ‘ i “. b R T @ \“ A ‘ A
70 80 %0 100 110 120 130 140 130 180 170 130 200 210 2 230 240 250 260 270
Anexo 73. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 22: serina 3TMS.
Target:
1000
509
500] 17 218
101 w
150 133
1] w 101
L “‘ : S
80 70 80 %0 00 10 120 130 140 150 170 180 1% 200 210 20 230 240 250 260 200 280  2%0
1: 335 L-Threorine, N.O-bisftrimethylsiyl)- timethylslyl ester [CAS) N.0.0-TRI-TMS-THREONINE $5 THREONINE 3TMS $3 N.0.0-Trisftimethylsiyl)-L-thieonine $3 Butyric acid, 3t . ester $3
1000 -
ﬂ 750 g
. 28
2L ij7 ‘
250 291
7 101 17 ‘
RS MR A WA U x|, IR
50 70 80 %0 W 1o 10 130 M0 10 10 17 18 1 200 200 20 230 240 250 260 20 280 280
Anexo 74. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 23: treonina

3TMS.
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T 5 158 16

60 7 50 % 100 10 120 120 140 150 160 170 180 190 200 210 20 230 240 250 260
ntanedioic acid, bis(timethylsiy]) ester (CAS) GLUTARIC ACID-DITMS $3 BISTRIMETHYLSILYL GLUTARIC ACID $$ GLUTARICACID-DITMS $$ pertan-di-oic acid bisftimethylsil) ester $% Bisltrimethwlsiyl) glutarate $3

176 158
o 5 17
! T 20

g
5
| | I LI ! i [ 217 3
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7
50 70 50 30 100 110 120 130 140 150 160 170 130 180 200 2o 0 230 240 230 260

Anexo 75. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 24: acido
glutarico 2TMS.

Target:
1000

{ I % % 10 10 @0 130 M 150 60 10 10 190

2

60 7
1: 305 : beta-Alanine, N.N-bisltimethylsiy]- timethylsilyl ester §5
1000

E

T3 2438 S

T
=

i ‘

) 133 |
I il |

. 01 L | 160 188 20, 1

60 1“E 80 S0 1EID lill HID 1§I3 14|D .L!I} IEID I%E léﬂ léll ID‘E Iill H‘E ﬁl} .Ziﬂ 250 16‘[} Ifll IS‘E 2
Anexo 76. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 25: alanina
3TMS.

Target:
1000

T T T T T T T T T T T T T T
80 50 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210

1:335: LHomoserine, bis(rimethplsill) deriv.
1000

a

128

7
131 | s i 02

T T T T
200 210 20

Anexo 77. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 26: homoserina
3TMS.

T T T T T T T T
] 100 110 120 130 140 150 160 170 180 19
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Target:
1000
750
] 147
s00
0] 23
D n : e P 159 5
£ “ Z 1} ‘ | It 'r Il B | . 263 0 I
75 100 125 150 175 200 250 300 325
1: 350 Butanedioic acid, [[tnmethylsiylow]-, bisltimethwlsilyl) ester
1000- -
] 7 .
j "; e \E-i’
Els A
5004 =
0] 1
I n . 133 15 189 . | us . ; 53
1l o w Pl LM e | T ms _w _
7 100 125 150 175 200 25 230 275 300 335
. ‘1 L. 0
Anexo 78. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 27: 4cido malico
Target:
1000
1 BN
5004 u7
7 103 205
2509 .
e U“ e IT | 30
MM RS S S S S 1S S S | N | LS S S S S S S S
g 70 8 9% 100 10 10 150 140 10 160 170 18 1% 200 210 220 250 240 250 260 200 280 250 300
1: 410: ERVTHRITOL PER-TMS 8
1000 -
- ]
j 7]
:’m:E 147 217
] 103 205
2504 117 i
: 12
¢ 70 s % 100 1o 10 150 40 10 160 170 10 1% 200 210 20 250 240 250 260 20 280 250 300
. 1 o
Anexo 79. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 28: eritritol 4TMS.
Target:
100t 7
“-fn%
] 7
so0]
250] 7
E ; 20 258
i) 70 50 % 100 110 120 150 140 150 160 170 180 150 200 210 220 250 240 250 260
1: 273 L-Proline, 5-ouo-1-(trimethylsiy]-, timethylslyl ester
1000 v
] |
e ] 3 5 —Sie
7503 ok
j ] \!';M./‘Q\Of:
5004 P
263 w
1 2 5
¥ T 100 o 13 | | 2 5
i) 70 50 %0 100 110 120 130 140 150 180 170 180 190 200 210 220 230 240 230 260
. L1 P
Anexo 80. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 29: acido
. A s
piroglutamico 2TMS.
Target:
1000+ e
'.‘595
snué
ZSEé e W1 s 218
%9 7 133 202 ‘
D | WSS NS e S S S N L L O O SO SO SO S
6 70 s 9% 100 10 10 150 40 150 160 170 18 150 200 210 20 250 240 250 260 210 280 290 300
22 349: L-Aspartic acid, N-{imethylsiyl]-, bislimethylsily] ester
1000 -
£ ] 32
j 7509
s0c]
] 100
=g 7 o 218
b 7 - 188, 202
S NS SN NS AN NSO WSS SRS RS SN S N S S S
60 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 20 30 240 250 260 mn
. 71
Anexo 81. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 30:

aspartico 3STMS.
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Target:
1000
147
202
7 205 220
P “.‘ i lﬁq 1 ‘ i L nr | Ll ‘ till ; I%lh ; 3
100 12 130 175 200 225 230 2 300
b d
147 /‘\ /‘\
] 205 0 282
i i b A i i m 17 138 ‘\ i 245 21 #\3 3l
j A T Tk 0 T T Tk 0 T T Tk T T Tk T T Tl T T Tl T T Tl T T Tl T T T T '
Anexo 82 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 31: acido trednico
4TMS.
Target:
1000
| 218
182
100 147 19
o 2l gI1 . 7 i | 160 176 | | 6 b,
80 1‘IIZ SID E‘E lﬁD liD HID 1%3 liI] lf‘l} 160 I%I] léﬂ 19‘[! 200 210 20 H‘D liﬂ blE EE‘E Fjll IR‘ED IEID
1:309: PHENYLALANINE 2TMS $3 TRIMETHYLSILYLESTER OF N-TRIMETHYLSILYL-PHENYLALSNINE 43
1000- &
] ] 218
192
100 i@
5\9 Al T m__ 1 ol 160 178 L | i e
70 % 100 10 120 15 140 10 160  1f0 18 180 200 200 20 230 40 250 .:éc :“fc. 80 290
Anexo 83 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 32: fenilalanina
2TMS.
Target:
1000 7 %
128
o g Mgy
100 2 . :
:‘-| [ .‘ll . ‘ ] Al L ‘. : i : |“D|"I .|‘ : | . “|I ; ; — Ijj\'s‘ . 55|
100 125 150 1 200 225 250 2 300 325 350
2: 363 : Glubamic acid In-TMS H$$
1000 . G o
] =
’\’\EY\)TK/{
128 147
9 84 1 238
1 |‘| | 1w 1w M ‘ 165 T \‘|| 258 N 8
7 100 125 150 200 225 275 300 325 350
Anexo 84 Espectro de massas obtldo por CG- EM para o metabdlito 33: acido

glutadmico 3TMS.
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Target:
1000 -
] m
7503 i
500 193
250% " 1% ‘ 32
SR A TIPS IR St ot L S A SN TN || NS S S S | T
50 70 5 00 0 10 150 140 150 160 170 180 1 200 210 220 230 240 250 260 20 280
1:282: Benzoic acid, & [timethylsill)oxy]-, timethylsiy] ester
1000 . -
] 193 3
5004
503 ®
=0 12
Ay L. . A N N i 1 R | T S S “. il
70 %0 W o e T e e e k0 T 1k 1o 2o 2o ado 20 2k 20 20 20 2%
T ;.
Anexo 85. Espectro de massas obtido por CG-EM para etabdlito 34: acido 4-
hidroxibenzbico 2TMS.
.
Target:
10007
s00]
250] 16 17 212
] 133 W i3l b
Il 5 i . ‘ 0 ‘ \ \
T T r T T T : T ; T T r T T T T ; T r T r T
50 % 100 o 120 150 140 150 180 W 180 0 20 200 20 230 240 250 260 270 280 290
rzeneacetic acid, 4-(timethylsibokpl, timethylsiyl ester
" A
~d I
/
0]
3 175
2504 B
E h 164 ‘ B 231 2
L1 w 10y 17 13 i A L 08 5 o ‘ L ]
50 % 1o 1k B 1 T M 10 W 20 2o mo 2o 2d0 | 250 20 20 a0 1%
. 71 ;.
Anexo 86. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 35: acido p-
. . . Lo
hidroxifenilacético 2TMS.
16
11
152
e 147 . . 13 1
| 5 1 N i w7
T T T I T b T T+ T L T T T ——+ T T T T T
50 70 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 0 250 240 230
1: 348 LAsparagine, W M2-bis[timethylsilyl}, timethylsilyl ester
1000 -
] ' \
s
& \51’
16 i
13 11 A
100 147 188 N
) \| | 1 mn | 22 s ‘ » 2
70 50 % 100 11 F‘EHCHEO GCC‘CEX MIUC'C“\‘WHM 180 170 180 190 200 210 0 230 240 250
Anexo 87. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 36: asparagina
Target:
1000y
SGE; 103 147 -
i u 307 319
:50E i 129. N
] | w7 205
H— T r r T b - r r T bl T ; r T T r r T r !
g s 100 100 120 130 40 10 160 170 18 160 200 210 220 280 240 250 260 20 280 290 300 310 320
1: 512 XyLITOL BTMS 4 Ryitol, 1,2.3.4 5-pentakis-O-{trimathwlsilyl)- [CAS) Trimethplsill ether of splitol $3 XYLITOLPENTATMS $5
2
so0] 103
300 - -
3 307
50 - i 319
Bl i | | 163 173 mﬁ in 2 3 m 21 | “
% 100 1o 130 130 140 150 160 170 18 1% 200 210 20 20 240 20 20 20 280 20 300 30 30

Anexo 88 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabolito 37: xilitol 5TMS.
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0] W
_DE 103 n 147 ‘
2504 128 05 37 31
] 19 by
¥ I 55 A L if Lol | L]
T T T T T T r T T T } T T T T T T T T T T T T T T T
70 80 % 100 1o 10 150 140 150 160 170 18 19 200 210 220 250 240 20 260 210 280 260 300 310 320
1:512: RIBITOLA 2.3 4 5PENTATMS $§ Ribtol, 1,234 5-pentakis-0{imethylsl)- (C45)
1000 .
< el
500 ’ n7
E 103 147 205
2503 B 128 307 e
] 17 _ 189 - ‘ |
AR RSN N OSSN ¥ TS I NS Y NN RS U S N LA SN
0 70 s % 100 10 10 150 140 150 160 170 180 150 200 210 200 250 240 250 260 210 280 290 300 310 320
Anexo 89. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 38: ribitol 5TMS.
Target:
1000
750 147
5005
E pr
2504 N o
1 . SEER e 2 375
EE A \| 83 57 117 | i 169 184 101 | | 45 |27 | 300 331 346 .
1 T T T T —T T T T T 1 T T T
50 75 100 125 150 11 200 25 250 30 3ls 330 375
2:390: 1-Propene-1,2,3icarbosylic acid, tisltimethylsilyl) sster, (2]
5 ’\,5-
b
- f
500 w7 .
E P
2504 9 e
1 2 285 AN
i % \| 53 5 117 3 P 169 134 4 | 27 m W 300 346 |
T T T T =TT T T T T T T T T
50 75 100 125 150 175 200 25 250 215 300 3 330 315
Anexo 90. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 39: 4cido cis-
aconitico 3TMS.
Target:
1000 T
750 * 267
1 0 25 32
500
] 128 w
25039 183
1 i Lot ] | b
1 [T ! bl | 17 ‘ | i | ,
r T T T r r r r T T T T T r r r r T T T T r T r r
6 70 s % 100 10 130 150 140 150 160 {0 1 1% 200 210 220 250 240 250 260 200 280 20 300 310
1: 312 Benzoic acid, 3-methosy-4trimethylsilylomy]-, timethylsiyl ester
1000 75
. b )
j -:EE 2%7 312
E m
500
126 - B
e %9 133 7 163 : . ‘
oL ."|". b o | B T e | w L w ‘\‘ A |
6 70 s % 100 10 130 150 140 150 160 {0 18 1% 200 210 220 250 240 250 260 200 20 2% 300 310
Anexo 91. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 40: acido
isovanilico 2TMS.
Target:
1000
TjEE
w0 %
1 147 217
250 103 '
E 117 133 808 m 7 333
E N SN M NI s MR [TV T 27 L Ll I 4
- : — - T T = T rt r " T r r
75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400
1: 526 : Ribonic acid, 2,3,4,54etrakis-0-{timethylsiyl)-, timethylsiyl ester §3
1000 -
a | |
.
o] w0 4 c)!:’
~ l(H et
. e 4
500 ® e o
103 147 A
250 W
7 189 03 | 307 333
ot I . ' Al L, 1 I I W 3w i 4
| ; . ; : T : T T : T T ; ;
7 100 125 150 175 200 25 250 275 300 325 330 375 400
Anexo 92. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 41: acido ribdnico

5TMS.
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Target:
1000

250- 418 o

- 29
\\l w W

100 125 150
1:480: \SDE\TH\CAC\D TETRATMS §51SOCITRIC ACID 4TMS $% 150-CITRIC ACID- TETHATMS $$

>

4

25 303 N 347 |
300 325 330

Anexo 93 Espectro de massas obtido por CG EM para o metabdlito 42 acido citrico
4TMS.

b 150 175 200 25

400 45 50

Target
1000

7|

278

o 5 - 192 : |
L i 10 11 12 138 e [ 27 L A

& 70 0 % S T e T T Y
1: 279 ADENINE, BIS-M-TRIMETHYLSILYL) $3 SH-Purin-B-amine, N, 3-bis[timethylsill: (C45) 3TMS-6-TMS-AMINOPURINE $5 ADEMINE, ME,3-BIS(TRIMETHYLSILYL) $ N9 hylsiladenine §$ Adenine, N,5-bi hylsill- §5 ADENIME-DITMS 44 BIS[TRIMETHYLS

100¢-
2l
j 7

s . R 192 N ; ‘
" L - it i Hl 1 ; 165 ‘ ‘c‘e‘ 257 |

L
%0 % ook 1 e 1 b ke e 1k 2 do 2k ale 0 2 o ok

Anexo 94 Espectro de massas obtido por CG-EM para o tabollto 43: adenina
2TMS.

f
Target
1000 —

147 307

ST N e AR v B Bl v
73 IGC 125 150 175 200 225
1:569: D-Fuctose, 1,3,4.5,5-pentakis-O-ftimethylsilplk, O-methyloxime $5

4 1000 =
=

w1 | s 35 30
) 35 )

437 448 454 528 4 E_E'j
T T
425 430 475 300 52

103 —=i

Ty T Ty
.
\

7+ 133
89 w
Al | [ |||

75 100 125 150

Anexo 95. Espectro de massas obtldo por CG EM para 0 rﬁetabollto 44 frutose MEOX
5TMS.

200 250
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1000

7504

B N

70

6
1:627: GALACTOSE OXIME 6TMS $§

1000~

i I

103 o
5 \ ui 13 137 L 3 277

291 307

T
60 80

A
PR VAR AR AT AR 10 160 170 180 180 200 210 20 230 240 250 260 270 280

g
00 300 310

Anexo 96 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 45: galactose
MEOX 5TMS.

Target:
1000
7503
s00] .
1 3
u7
160
] Lo 12 . ae
G E TR A P N N MO PR I‘h L% s e | 343 364 374 390 466
T T T T T T T T T T T T T T T T
% 100 125 130 175 200 P 230 3is 330 375 400 45 50 475 500
9: 627 Glucose oxime hexaTMS
1000 -
A
j 7]
s00] % 38
] - u7
2509 10 27
1 2 9 i ‘ B
iz | il "r A T oy o || 4
: 100 125 175 200 25 230 215 300 35 330 35 400 45 500 525 530
Anexo 97. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabollto 46 glicose
MEOX 5TMS.
Target:
1000
?iug
:'ccE . 319
k| 147 205 7
] 103
250 ‘ 117 129 ‘
] | ‘ | i i ol | il |
$ % 100 1o 120 1 M0 150 160 170 180 18 200 210 20 250 240 250 260 200 280 ¥ 300 30 30
2: 614 D-Mannital, 1.2,3,4.5,6-hexakis-0-(rimethylsiyl}-
1000
= L
«| 7503 S
B ] Ny
5009 ) b wc\ T Fias
] i
:scé ‘5 : =t ‘ 7 /\w _;“_
el 5 11, T L ‘ B n 31 L |
P T T AR AR AR AR 150 7 1% 180 200 200 20 230 240 250 260 200 280 20 300 310 30
Anexo 98 Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 47: manitol

6TMS.
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Target:
1000
7505 283
] 29
5005 249 308
250]
EI s 147 3 5
IS O VRN SN, | SR N VAR S S S AN A S
75 100 125 150 175 200 15 20 215 300 3ls 330 375
1: 308 : Cinnamic: acid, p-(timethylsloxy]-, trimethylsilyl ester $3 p-Coumaric acid (tms) $3
1000
a ] “x/,{\
j o l\,\j’]/v@
] 219
500 mo
2503 45
1 5 139 178 N
d \!. g " _ Ly L i L A L I ; | — ; ; ;
75 100 125 150 175 200 15 250 25 300 325 330 375
. e ;.
Anexo 99. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 48: acido p-
L.
cumarico 2TMS.
Target
1000 1]
1 73
7303
sccé
2503
] 100
E 147 , 280
1 58 I 51 7 133 | 163 P | 245 25 LW 318 354 39
% 100 115 150 175 200 25 230 275 300 35 330 375
1: 357 L-Tyrozine, N, 0-bisltrimethylsiyl]., timethylslyl ester
1000 it —
j ] )
3 7 \
4 #OY
] o~
5003
2503
3 100 o 7 230
1 s | | 7 13 N 16 P om s ‘\ 265 | 334 382
T 100 115 150 175 200 s 250 215 300 315 330 375
. 73T . .
Anexo 100. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 49: tirosina
Target:
1000
7555
s00]
] 147
2505 - s 2 ries o gt 298
] ‘ 17 133 | ‘ ‘ 205 ‘
1 = AN A 1 ‘ i WA \ 5
} r = T T T - r ™ T - T - T -
75 100 125 150 175 200 215 230 275 300 325 330 375 400 425
1: 628 : Galactonic acid, 2,3.4,5.6-pentakis-0-(timethylsiyl}, timethplsiyl ester
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6 Y " O S S N - ) T SN
100 125 i 200 230 300 400 P

Anexo 101. Espectro de massas obtido por“ CG-EM para o metabélito 50: acido

galacténico 6TMS.
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Anexo 102. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 51: &cido
e
palmitico TMS.
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Anexo 103. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 52: inositol
Target:
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2: 938 FERULIC ACID-TMS ETHER $3 2Propencie acid, 3{3 methay-4{ imethylsilonylphenyl, imelhylsll ester [CAS] 4 HYDROKY. ZMETHIXYCINNAMIC ACID DITMS $3 FERULIC AVID 2TMS 58 Trimethylsiyl 3methosy-d rimethysiplonylcinnamele $3 Cinnarmic acid, Jme
j St 3 £
j - 308 323
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N 4 woow i :\ il ; 4 Ly _ | L | ‘ .M !
125 130 20 25 230 75 300 31
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100

Anexo 164. Espectro de massa

ferdlico 2TMS.

S obtigo por

CG-EM para o

metabdlito 53: acido
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Target
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2: 396 : CAFFEIC ACID-TMS-ETHER $$ 2-Propencic acid, 33 4-bislliimethylsiylosplphenyl]., trimethyleilyl ester [CAS) TRISTRIMETHYLSILYL CAFFEIC ACID $3 3 4-DIHYDROXYCINNAMIC ACID-TRITMS $5 Trimethylsiyl 3,4-bis{timethylslosy)cinnamate $ Cinnamic acid, 3,4-bis]
J 1000 T8 ﬁm,
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Aneio 105. Espéctro c;e maééas obtido bBr CG;:—EM héra o} metabélito 54:: écidE)
cafeico 3TMS.

Target:
10— T
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2:918: SUCROSE-OCTATMS $% alpha.-D-Gi oside, 1.3,4.64etrakis-0 beta.-D-fructofuranosyl 2,3,4 B-tetiakis-O-imethylsiyl]- [CAS)
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Anexo 106. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 55: sacarose
8TMS.

Tanget
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1 17 T -
1. 8 1w ! w3 . w o, ) 3
@ !.:I? el 9‘\1\‘\ |"1 i \1\‘\\‘ . |.'|1 I\! lellﬁ ‘u‘l?il L \‘|\|w: . —L |‘13\F‘1 L !‘ ‘h‘ .M‘. . “S“l“ i Ill‘ i 3‘13‘ ISHB‘\ \n‘w‘ \‘“ — 3:6|1I .|‘, — .4}
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Anexo 107. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 56: acido 5-
feruloilquinico 6TMS — N&o identificado pela biblioteca de dados.
Target
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Anexo 108. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 57: acido 5-
cafeoilquinico 6TMS — N&o identificado pela biblioteca de dados.
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Taiget:
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Anexo 109. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 58: 4cido 4-
feruloilquinico 6TMS — Nao identificado pela biblioteca de dados.
Target
1000——
*-:'cE 3
59“5 b
c— s s
39 2 s m | W ‘|‘ :3‘9 || 6 2! 545587 I\ 331 B 419 #}7 a1 419 57
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Anexo 110. Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 59: &cido 4-
cafeoilquinico 6TMS — Nao identificado pela biblioteca de dados
Taiget:
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Anexo 111 Espectro de massas obtldo por CG EM para o metabollto 60 acido 3-
feruloilquinico 6TMS — N&o identificado pela biblioteca de dados.
Target
1000 7
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500 M5
Hiy 1t - B
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cafeoilquinico 6TMS — Nao identificado pela biblioteca de dados

n‘:'9‘”||_”| i
Anexo 112, Espectro de massas obtido por CG-EM para o metabdlito 61: acido 3-
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