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RESUMO

As abordagens 6micas atualmente em destaque, e em desenvolvimento, tem por
objetivo final o entendimento global do funcionamento de organismos a partir de
uma perspectiva molecular abrangente. O preparo de amostra pode durar dias
ou até semanas recorrendo a diversos tipos de técnicas, equipamentos e
solventes. Claramente esse procedimento multietapas é fonte significativa de
erros, gasto de solventes e tempo e por tempos acreditava-se que a elaboragéo
de extrato era uma etapa crucial para estudos metabolémicos. Durante este
processo evita-se alterar os metabdlitos de um organismo, mantendo condi¢cdes
brandas da colheita até a analise em cromatografia liquida. Sera que artefatos
sdo gerados? Podemos confiar que os metabdlitos ndo se decomponham até o
fim das etapas de preparo? A resposta para estes questionamentos deriva de
estudos a cerca de uma extracdo seguida dos processos de separacdo e
deteccdo: extracdo em linha (do inglés, on-line extraction). Padronizando uma
camara de amostragem barata e de facil acoplagem a um sistema de
cromatografia, permitiu-nos evitar etapas longas de preparo de amostra. Neste
meétodo, substancias discretas passaram a serem identificadas com elevado
nivel de precisédo e reprodutibilidade. Este método, denominado OLE-UHPLC,
permite fazer estudos a partir de 1 mg tecido fresco, onde o gradiente utilizado
para a separacdo cromatogréafica torna-se a mistura extratora da amostra.
Parece uma solucéo prospera para analises de organismos pequenos ou até
mesmo de fragmento tecidual com uma intensidade cromatografica elevada,
quando comparada aos métodos off-line. Por isso, comparou-se procedimentos
de preparacdo de amostras para fingerprinting metabdélico em tecidos vegetais
com folhas de cana-de-agcucar como modelo, considerando a abrangéncia, a

eficiéncia, a reprodutibilidade, a rapidez e a robustez.

Palavras-chave: Extracdo (Quimica); Preparo de Amostras, Metabdlitos,

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Cana-da-acucar.



ABSTRACT

The omic approaches currently highlighted, and under development, have as
their ultimate goal the global understanding of the functioning of organisms from
a comprehensive molecular perspective. Sample preparation can take days or
even weeks using different types of techniques, equipment and solvents. Clearly,
this multi-step procedure is a significant source of errors, waste of solvents and
time, and for some time it was believed that extract elaboration was a crucial step
for metabolomic studies. During this process, the alteration of an organism's
metabolites is avoided, maintaining mild conditions from harvest to analysis in
liquid chromatography. Are artifacts generated? Can we trust the metabolites not
to decompose until the end of the preparation steps? The answer to these
questions derives from studies about one extraction followed by separation and
detection processes: online extraction. Standardizing an inexpensive sampling
chamber that is easy to attach to a chromatography system allowed us to avoid
long sample preparation steps. In this method, discrete substances started to be
identified with a high level of precision and reproducibility. This method, called
OLE-UHPLC, allows studies to be carried out from 1 mg of fresh tissue, where
the gradient used for chromatographic separation becomes the sample extracting
mixture. It seems to be a successful solution for analyzing small organisms or
even tissue fragments with a high chromatographic intensity, when compared to
off-line methods. Therefore, we compared sample preparation procedures for
metabolic fingerprinting in plant tissues with sugarcane leaves as a model,

considering the range, efficiency, reproducibility, speed and robustness.

Keywords: Extraction (Chemistry); Sample Preparation, Metabolites, High
Performance Liquid Chromatography, Sugarcane.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estudos e aplicacbes metabolémicas

A metaboldmica é uma abordagem 6mica emergente e promissora que €
utilizada para entender as bases moleculares de eventos biolégicos. Através da
analise metabolémica abrangente (untarget), onde organismos em condi¢cdes
fisiologicas diferentes sdo comparados, € possivel associar metabdlitos
presentes em fluidos, células e tecidos utilizando técnicas analiticas sofisticadas
no tratamento de dados por analise estatistica a essas condi¢cdes (CANUTO et
al., 2018) possibilitando a elaboracdo de hipoteses funcionais para esses
metabolitos.

As Omicas atualmente em destaque, e em desenvolvimento, tem por
objetivo o entendimento global do funcionamento de organismos a partir de uma
perspectiva molecular abrangente. Neste sentido, existem outros campos de
estudo como a gendmica, transcriptomica, protedémica e metaboléomica que séo
abordagens complementares.

Especificamente na metabolémica trata-se do estudo dos metabdlitos de
um organismo (metaboloma) que fornecem uma visdo dos processos
bioquimicos fisiologicos e ecoldgicos. A diversidade dos metabdlitos em um
vegetal ainda é algo imensuravel para a comunidade cientifica. Sdo vastas as
classes de substancias ja catalogadas com principios bioativos e com
propriedades fisicas caracterizadas por diversas técnicas. Estima-se que um
organismo pode conter de 5.000 a 30.000 metabdlitos diferentes, caracterizados
por uma enorme diversidade estrutural, polaridade, tamanho molecular e
também concentracdes distintas (ERNST, 2014).

Os metabdlitos secundarios sdo moléculas organicas que ndo estdo
envolvidas no crescimento e desenvolvimento de um organismo. Embora os
metabolitos primarios tenham um papel fundamental na sobrevivéncia de
espécies, desempenhando uma funcgéo ativa na fotossintese e na respiracao, a
auséncia de metabdlitos secundarios, em longo prazo, compromete a
capacidade de sobrevivéncia do organismo, geralmente desempenhando um
papel importante na defesa (AGOSTINI-COSTA et al., 2012)
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O crescimento e o ciclo de vida das plantas envolvem sequéncias
complexas de expressao génica altamente controladas, além de respostas e
adaptacdes ao meio ambiente, incluindo varias situacdes de estresses bioticos
e abioticos que podem modificar essa expressao (CAVALHEIRO, 2012). A
andlise metabolémica abrangente fornece uma ferramenta Unica para investigar
plantas relativamente desconhecidas, para determinar a presenca de estimulos
externos, como as estacdes do ano no perfil quimico e na atividade biolégica
associada (SEHLAKGWE et al.,, 2019). Desde fatores abidticos como luz
ultravioleta e temperatura, a fatores bidticos como parasitismo e ataque
patogénico, que influenciam o desenvolvimento de compostos metabdlicos
complexos em plantas, a analise sem alvo garante que todas as alteracfes
sejam potencialmente observadas e incluidas nos parametros de avaliacdo da
qualidade (HARDY e HALL, 2012).

A investigacdo metaboldomica € separada em trés fases: inicialmente
detectar o maior numero de substancias possiveis; analisar muitos individuos da
espécie para identificar a variacdo biolégica do sistema; por fim, estudar a
influéncia das condi¢des experimentais de estresse sobre o modelo estabelecido
(VERPOORTE et al., 2007), buscando alteracdes metabdlicas. Atualmente uma
guarta fase de estudos emerge através da inoculacdo de microorganismos nos
tecidos de plantas.

A primeira fase caracteriza-se pelo processo de separacéo de substancias
chamada de impresséao digital metabdlica (metabolic fingerprinting). A impresséo
digital metabolica é uma triagem rapida de alto rendimento de todos os analitos
detectaveis em uma amostra sem identificacao prévia e pode ser realizada antes
do perfil metabdlico para guiar um projeto de pesquisa. A preparacdo e analise
das amostras deve ser 0 mais simples e rapido possivel (ERNST et al., 2014).

A aplicabilidade desses estudos é vasta citando, por exemplo, a triagem
dos constituintes vegetais para a descoberta de novos medicamentos (SALEM
et al.,, 2020); aumentar os nutrientes de frutas atravées do melhoramento
convencional de cultivo (EMON, 2020); apresenta-se como uma ferramenta
emergente para estudos de interagdo planta-patogeno (CASTRO-MORETTI et
al., 2020); contribui na caracterizagdo e diagnostico de doencas humanas,
doencas de plantas e seus agentes etiolégicos (ADENIJI et al., 2020), entre

outras.
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Os estudos Omicos em geral envolvem a exigéncia de abordagens
analiticas de alto desempenho e requerem métodos analiticos avancados como
a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massa
de alta resolucdo ou de ressonancia magnética nuclear (LC-MS / LC-RMN) que
séo as ferramentas analiticas de alta produtividade mais usadas. Especialmente
nos ultimos dez anos, cromatografia liquida bidimensional com deteccdo de
massa de alta resolucédo (2D-LC-MS) foi desenvolvida devido a sua vantagem

de alta resolucao, sensibilidade e precisdo (SHI-KAI et al., 2015).

1.2 Cana-de-acucar

1.2.1 Histoérico e valor econdmico

A primeira referéncia a cana-de-aglcar ndo tem data e sai de uma peca
antiga da literatura indiana chamada Vajasaneji-Samhita, escrito durante o
periodo Mantra, que durou de 1.000 a 800 a.C. A natureza doce e melosa da
cana-de-acucar tornou-se conhecida fora da india desde muito cedo, através dos
relatos e escritos de Nearchus, Plinio, Séneca, Paulo de Egina, Teofrasto,
Herddoto, Hipdcrates, Dioscorides e Galeno. A cana-de-acucar foi introduzida no
Brasil apds sua descoberta em 1500. No entanto, o transporte de acUcar para
Portugal aparentemente ndo comecou até 1526 (NASTARI, 1983).

Entre 1500 e 1822, o Brasil foi coldnia de Portugal. Durante da maior parte
do periodo colonial, o dominio portugués foi caracterizado pelo estabelecimento
de ondas sucessivas de empreendimentos extrativos, variando em forma e
caracteristicas institucionais de acordo com os bens exigidos na Europa e a
possibilidade de producao oferecidas pela colénia. Essas séries de recursos
coloniais envolveram, em diferentes momentos e locais historicos, a producéo
de véarias mercadorias como pau-brasil, cana-de-agucar, ouro, borracha, tabaco,
cacau e algodao, entre outros outras (NARITOMI et al., 2012).

Durante os anos de 1900, apesar do grande grau de incerteza infligido
aos retornos liquidos por precos muito instaveis do acucar no mercado
internacional, a producéo brasileira de aclcar continuou a crescer, alavancada

por fabricas de agucar mais eficientes que emergiram do processo de

19



modernizacdo (NASTARI, 1983). Décadas depois, sob a ditadura, o Brasil
desenvolveu o primeiro programa nacional de promocdo de biocombustiveis,
que regulamentou muito o consumo e producdo de etanol de cana (COSTA,
2019).

A colheita da cana-de-agUcar € sazonal e ocorre no Brasil no periodo de
marco e dezembro na regido centro-sul e de setembro a marco na regiao norte-
nordeste. Somente a regido centro-sul € responsavel por mais de 85% da
producdo total de cana-de-acucar (HOFSETZ; SILVA, 2012).

Atualmente a cana-de-aglcar € o terceiro maior cultivo
brasileiro em area plantada, atras apenas da soja e do milho. Em
2016, os canaviais ocupavam 10,5 milhdes de hectares, ou seja,
13,5% do total nacional de &rea plantada no Pais. Estima-se que
a cadeia produtiva da cana-de-aclcar tenha gerado, somente no
terceiro trimestre de 2016, um produto de R$ 152,3 bilhdes, mais
de 1/5 do Produto Interno Bruto - PIB do agronegdcio brasileiro,
naquele periodo. Nesse mesmo ano, os derivados da cana-de-
acucar responderam por 5,0% das exportacBes brasileiras, de
acordo com dados do Ministério da Industria, Comércio Exterior
e Servigos (IBGE, 2017).

O debate sobre combustiveis renovaveis, seu papel no aquecimento
global e os limites ambientais ao crescimento econdmico mundial se
intensificaram no inicio dos anos 2000. Como alternativa, o surgimento de
grandes investimentos no setor de biocombustiveis no Brasil e no mundo
aconteceu. O 6leo de palma na Indonésia, o etanol de cana no Brasil e o etanol
de milho nos EUA foram logo anunciados como promessas de energia renovavel
e sustentavel (POSTAL et al., 2019).
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Figura 1. Produtos diretos e indiretos da cana-de-agucar.

A cana-de-acucar tem ampla diversidade de produtos diretos e indiretos
provenientes de seu metabolismo. A figura 1 mostra o uso importante da planta
para a produc¢édo do acgucar, racao animal, fertilizante, cera, assim como o melago
que é diretamente enviado para a exportacdo e destinado para industria de
fermentacdo e destilacdo. O bagaco tem uma significativa importancia para
producdo de energia a partir de sua biomassa, manufatura de produtos fibrosos
e seguimentos industriais como xilitol (adocante natural), alfa- e carboximetil-
celulose, plasticos e para afins agropecuarios. A sacarose é uma matéria-prima
potencial para muitos produtos quimicos por meio de reacdes que envolvem

fermentacao, sintese ou pirélise. (CHEN et al; 1993).

1.2.2 Aspectos evolutivos e botanicos

A cana-de-acucar, Saccharum spp., € uma planta pertencente a familia
Poaceae e classe Monocotiledoneas (SANTOS, DIOLA, 2015) que evoluiu na
regido da india-Birméania, de onde as trés espécies S. spontaneum, S. barberi e
S. sinense s&o nativas. A medida que a cana se espalhou para outras areas, a
S. robustum apareceu no sudeste da Indonésia. Entre 15.000 e 8.000 a.C., S
robustum evoluiu para S. officinarum na Nova Guiné. O cultivo precoce da cana-
de-acucar foi dominado por um hibrido natural entre S. barberi e S. officinarum,

gue permaneceu sem nome por séculos (NASTARI, 1983).
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~ Zonacerosa —

Figura 2. Caracteristicas botanicas do A) colmo, B) n6 e C) copa da cana-de-agUcar.
Fonte Thomas, 2016

Milénios de praticas de cultivo concederam-nos estudos aprofundados
sobre esse espécime vegetal. Assim, seus aspectos morfolégicos e botanicos
estdo bem determinados. A cana-de-acucar é basicamente dividida em quatro
segmentos: copa, folhas, tolete e raizes. A copa € a parte superior da planta que,
em época de reproducdo sexuada, surge a inflorescéncia, onde concentra-se a

maior parte das folhas verdes. Em seguida observamos o tolete, subdivididos em

Figura 3. A) surgimento das raizes, B) crescimento dos brotos e raizes, C) fase inicial
do brotacdo e D) desenvolvimento do broto e raizes da cana-de-acUcar. Fonte
Thomas, 2016.
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nos e entrends. Em especial a regido do nddulo possui a zona cerosa, cicatriz
da folha, zona radicular, gema e anel de crescimento, vide figura 2.

A brotacdo assexuada da Saccharum é normalmente realizada com o
aterramento dos toletes cortados na regido dos entrends. A duracado dessa fase
é de 7 a 10 dias apds o plantio. A partir da gema o broto emerge, cerca de 20 a
30 dias apos o plantio (THOMAS, 2016) e as raizes surgem sobre a zona

radicular (figura 3)

Emergéncia Perfilhamento Crescimento da parte aérea | Maturacao

Figura 4. Estagios de desenvolvimento da cana-de-aclcar. Fonte Thomas, 2016.

Em seguida, a cana-de-acucar cresce até o fechamento do dossel, fase
designada como perfilhamento, marcado pelo desenvolvimento do colmo e
rizomas que dura cerca de 2 a 3 meses. Neste periodo ha relevante decréscimo
na concentracdo de acucares redutores e sacarose, mesmo demonstrando alta
taxa fotossintética, pois € o0 momento de alta producéo sintética de proteinas.
mesmo demonstrando alta taxa fotossintética. O préximo estagio, do 3° ao 6°
més, caracteriza-se pelo crescimento da parte aéreas até sua maturacao e
elevacao dos niveis de sacarose nos colmos (figura 4). O florescimento é um
processo natural e indispensavel para a sobrevivéncia da espécie. Entretanto,
ele é indesejavel em lavouras comerciais, uma vez que o desenvolvimento da
inflorescéncia reduz o teor de sacarose nos colmos (THOMAS, 2016). Sabe-se
que a frutose € uma inibidora competitiva da enzima invertase que esta

relacionada com o teor de sacarose nos tecidos.
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1.2.3 Fisiologia e metabolismo

A cana-de-aglcar € uma planta albgama e perene que significa ser
preferencialmente reproduzida por polinizacdo cruzada e de crescimento
continuo, respectivamente (JADOSKI, 2010). Importantes conclusdes sobre as
enzimas invertases em plantas vieram da compreensdao do mecanismo de
acumulo de sacarose nos tecidos de armazenagem da cana. A sacarose é
formada como um resultado da assimilacéo fotossintética de CO2 extremamente
eficientes, assim como todas plantas superiores. Esta molécula € a principal
forma de transloca¢fes de carboidrato no corpo, indicando que esta molécula
pode ser sintetizada, ressintetizada e invertida diversas vezes antes de cumprir
seu papel fisiolégico (SUZUKI, 1982).

A cana-de-acUcar possui alta taxa de fixacdo de carbono atribuida a
atividade enzimética durante o ciclo de Calvin na fotossintese. Os granum
fornecem moléculas de ATP e NADPH responsaveis pela conversao do acido 3-
fosfoglicérico para gliceraldeido 3-fosfato (figura 5).

A conversdo do gliceraldeido 3-fosfato em frutose resulta em um dos
produtos mais rentaveis economicamente: a sacarose, figura 6. No meio
fisioldgico € a maneira a qual os acucares séo transportados dentro dos tecidos.
A xilose também possui alto interesse industrial e comercial, sua biossintese vem
da forma fosforilada juntamente com a eritrose 4-fosfato. Os processos de
biossintese, transporte e armazenamento envolvem um conjunto de enzimas
como sintetases de sacarose, sintetases de sacarose-fosfato, invertases acidas
vacuolar (predominante em tecidos imaturos) e invertases alcalinas vacuolar
(predominantes em tecidos maduros). Observa-se que o nivel de atividade de
invertases vacuolar fornece informacfes prévias sobre o potencial de
armazenamento de carboidratos totais.

Apés a estruturacdo da eritrose 4-fosfato, segue-se a via do acido
chiquimico para a formacao da fenilalanina, molécula precursora dos &cidos p-
cumarico, cafeico e sinapico, como mostrado na figura 7. A biossintese dessas
moléculas compbe o0s principais metabdlitos fenolicos produzidos pela
saccharum, juntamente com os polifendlicos da classe dos flavonoides. Esses

acidos acima citados participam da via policetidica e culminam nas flavonas
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apigenina, tricina e luteolina, sendo esta Ultima precedente da diosmetina apos
a acao enzimatica da cafeato-O-metil-transferase (COMT), vide figura 8.

Os metabdlitos da cana-de-agucar possuem alto potencial terapéutico, em
estudos recentes sdo investigados e demonstram ser eficaz para a diminuicéo

dos sintomas de COVID-19 e reducéo do tempo de internacao (SHIRI, 2021).
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1.3 Preparo de amostras

Atualmente, cerca de 25 a 30% de todos os principios ativos utilizados na

terapéutica sédo extraidos de produtos naturais, na maioria das vezes oriunda de

plantas superiores. O Brasil € um dos grandes centros do mundo quando a

biodiversidade é considerada, detém 28% do que restam de florestas tropicais

do planeta e o maior numero de espécies de plantas superiores (VEGGI, 2009).

Durante a coleta de uma planta, os
espécimes a serem estudados devem ser
saudaveis, pois infec¢cdes microbianas
podem alterar os metabdlitos produzidos pela
amostra. Nesta etapa acontece a
estabilizacdo metabdlica, onde os processos
enzimaticos cessam-se. O congelamento em
nitrogénio liquido do material vegetal é uma
opcdo para manter 0S compostos
preservados, podendo ser considerado um
seério fator de erro quando nédo h& prudéncia
na manipulagao correta do organismo, assim
cCoOmo a sujeira e impurezas presentes nos
arredores do local da coleta.

Na maioria dos casos, a secagem do
material vegetal é feita em atmosfera antes
do processamento. Seco a temperatura
ambiente ou na estufa a ndo mais de 30 °C e
mantido longe da luz solar direta porque a
radiacdo ultravioleta pode produzir reacdes
quimicas que dao origem a artefatos
(BELWAL, 2018). Portanto, locais bem
ventilados e a distribuicio homogénea do

material vegetal devem ser assegurados para

Evaporacao

Armazenamento

Figura 10. llustracdo das etapas
para a elaboracédo de um extrato.

evitar infestagbes por fungos e em temperaturas elevadas por fermentacao.

Neste ponto ha perdas consideraveis de metabdlitos labeis prejudicando
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analises em cromatografia gasosa, por exemplo. A liofilizacdo costuma ser uma
técnica muito empregada para a diminuicdo de erros, pois desidrata o tecido
vegetal ainda congelado.

Para a moagem do material vegetal, diversos tipos de equipamentos
podem ser utilizados, desde sofisticados moinhos a liquidificadores. Verificou-se
gue quanto menor o tamanho da particula do material vegetal, mais eficiente é a
extracdo. Nesta etapa também se perdem informacdes sobre compostos volateis
com a destruicao celular dos tecidos.

A extracao eficaz de um composto vegetal ou de compostos de interesse
de uma planta natural fonte, depende muito das consideracdes de solubilidade,
estabilidade e grupo funcional. Os métodos de extracdo a serem empregados
para obter um extrato vegetal bruto devem evitar a decomposi¢cdo do composto
ou rearranjos durante o processo (Martin, 1987).

Os processos de extracdo convencionais sdo bastante trabalhosos,
demorados e envolvem grandes quantidades de solventes, como
hidrocarbonetos, alcoois e cloroalcanos. Acima de tudo, apesar do alto consumo
de energia e da grande quantidade de solventes, o rendimento costuma ser
muito baixo. Portanto, na ultima década, técnicas de extracdo mais seguras e
eficientes sdo baseadas em um compromisso razoavel entre 0s requisitos
econdmicos, sociais e ambientais. O conceito de quimica verde foi baseado em
principios que aparecem como diretrizes usadas para projetar produtos quimicos
e processos que reduzem ou removem completamente a aplicacdo e criam
substancias nocivas e perigosas. Através do uso de produtos quimicos e
solventes pouco prejudiciais ou totalmente inofensivos para a saide humana e
0 meio ambiente, projeta-se processos mais seguros e eficientes em termos de
energia e facilitar o uso de matérias-primas renovaveis. Hoje, a quimica verde ja
ultrapassou o campo da quimica e é reconhecida em diversos campos
industriais, como tecnologia de alimentos e biotecnologia (BUBALO, 2018).

A filtragc&o pode ser fonte de erro muito pouco relatado na literatura. Mas
a composicao do filtro utilizado pode interferir quimicamente com a amostra ou
com o solvente utilizado na extracdo, adquirindo bandas interferentes no
processo cromatografico.

Cuidados com o armazenamento do extrato bruto devem ser tomados

para evitar processos de degradacao ou surgimento de artefatos na amostra.
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Precaucbes como: 1) armazenar em local escuro evita a degradagcdo por

radiacao eletromagnética; 2) armazenar sob atmosfera inerte evita oxidacao pelo

ar; 3) adicdo de antioxidantes impede também a oxidagéo, porém pode interferir

na resolucdo cromatografica e 4) submeter o extrato bruto a temperaturas

baixas, evitando alteracfes dos compostos com o passar do tempo.

A ressolubilizacdo do extrato para a concentracdo de interesse antes da

andlise cromatogréfica mostra-se questionavel. Muitas vezes o extrato arranja-

se como uma suspensado coloidal, ao invés do aspecto translicido do extrato

liquido obtido etapas antes.

1.4 E possivel pular as etapas de

preparo de amostras?

Por tempos acreditava-se que a
elaboracao de extrato era uma etapa crucial para
estudos metabolémicos. O preparo de amostra
pode durar dias ou até semanas recorrendo a
diversos tipos de técnicas, equipamentos e
solventes. Durante este processo evita-se alterar
0os metabdlitos de um organismo, mantendo
condi¢cBes brandas da colheita até a analise em

cromatografia liquida.

Serd que artefatos sao gerados?
Podemos confiar que os metabdlitos ndo se
decomponham até o fim das etapas de preparo?
A resposta para estes questionamentos deriva
de estudos a cerca de uma extracao seguida dos
processos de separacdo e detecgdo: extracao
em linha (do inglés, on-line extraction). Esta
dissertacdo busca evidenciar resultados
promissores para estudos fitoquimicos,
fisiol6gicos e bioquimicos, buscando remover

barreiras antes postas como insuperaveis.

AMmazenamdto

Figura 11. llustracdo das etapas de
preparo de amostras dispensaveis (X
vermelho) e opcionais (X azul) para o
método de extracéo on-line.
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Padronizando uma camara de amostragem barata e de facil acoplagem a
um sistema de cromatografia, permitiu-nos evitar etapas longas de preparo de
amostra. Neste método, substancias discretas passaram a serem identificadas
com elevado nivel de precisdo e reprodutibilidade. Este equipamento,
denominado OLE, permite fazer estudos a partir de 1 mg tecido fresco, onde o
gradiente utilizado para a separacéo cromatografica torna-se a mistura extratora
da amostra. Parece uma solugdo prospera para analises de organismos
pequenos ou até mesmo de fragmento tecidual com uma intensidade

cromatografica elevada, quando comparada aos métodos off-line.

1.5 Métodos de analise estatistica

1.5.1 Analise através de redes moleculares

A procura de moléculas inéditas bioativas impulsionou o desenvolvimento
de ferramentas computacionais analiticas, agilizando o processo de comparacao
individual entre espectros de compostos. Assim, a analise por redes moleculares
surge para visualizacdo de um grande conjunto de dados. A Global Natural
Products Social Networking (GNPS) € uma plataforma online de livre acesso
para o calculo de redes moleculares a partir dos dados de espectrometria de
massas. O espectro de determinada substancia € representado por um nodo, e
0S arcos que os conectam, representam os valores de similaridade entre os
grupamentos espectrais cujo os valores variam de 0 a 1 (PILON, 2021).

Para aquisicdo dos dados € utilizado o software Cytoscape analisa e
visualiza redes muito grandes, fornecendo maior flexibilidade em termos de
importagcdo de dados adicionais e visualizacdo destes em redes. Possui
aplicativos que os usuarios podem instalar para adicionar mais funcionalidade,
sendo uma ferramenta de rede geral, ndo uma rede banco de dados e, como tal,

precisa importar suas redes de outro lugar (DONCHEVA, 2021).
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1.5.2 Anélise de Componentes Principais

Andlise de Componentes Principais (PCA) é um método linear que
também € usado para extracdo de recursos multivariados. Mapeia-se os dados
para o espaco de recursos de alta dimensé&o para adquirir uma variedade linear
(GHOJOGH e CROWLEY, 2019). Esta andlise pode ser considerada como uma
rotacdo dos eixos do sistema de coordenadas variavel original para novos eixos
ortogonais (eixos principais) de modo que 0s novos eixos coincidam com as
direcGes de maxima variacdo das observacdes originais.

O PCA encontra os componentes principais em ordem decrescente de
variagbes. O primeiro componente principal € responsavel pela maxima
guantidade de variacdes possiveis nos dados, e o segundo componente principal
extrai 0 maximo de variacdes possiveis nos dados apds excluir o que foi descrito
pelo primeiro componente. As variaveis originais variam juntas em algum padréo.
Além disso, os principais componentes do PCA sdo estatisticamente
independentes um do outro, sendo uma técnica de reducdo de dados que
transforma um grande numero de variaveis correlacionadas em um conjunto
muito menor de varidveis ndo correlacionadas chamadas componentes
principais (LEE, 2018).

1.6 Objetivos

Modificar a camara de amostras para padronizagao da extracao on-line e
comparar os dois procedimentos de preparacdo de amostras para fingerprinting
metabdlico em folhas de cana-de-acucar desenvolvidos no NuBBE com dois
procedimentos referéncia usados nesse tipo de analise metabolémica,
considerando a abrangéncia, eficiéncia, reprodutibilidade, rapidez e robustez,
além dos aspectos de quimica verde também serdo fatores importantes nessa

comparacao.
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2. METODOLOGIA

2.1 Coleta

Manipulou-se durante a coleta apenas uma enxada de cabo largo para a
retirada do material vegetal inteiro. Cinco individuos foram retirados do canavial
com altura média de 5 m, as 14 horas do dia 04 de maio de 2018, nas
coordenadas de latitude -21,813500° (21°48'48.6"S) e longitude -48,203900°
(48°12'14.0"0). Em seguida, foram levadas para o Instituto de Quimica da
UNESP Araraquara a aproximadamente 1,35 Km do local da coleta.

No mesmo dia, em ambiente coberto, com o auxilio de um facéo de aco
carbono de 13", particionou-se as canas-de-acucar em inflorescéncia, folhas
(verdes, secas e intermediarias), n6s do colmo (gemas), entre-n6s do colmo

(casca e cerne) e rizoma (raizes primarias e raizes secundarias).
2.2 Secagem

Imediatamente apos a particdo, as amostras foram colocadas dentro de
sacos de papel pardo e depositadas em um forno ventilado a temperatura
constante de 35°C por trés dias. As raizes foram previamente lavadas em agua

corrente filtrada para a retirada da terra.

2.3 Moagem

Utilizou-se um moinho de dez facas com rotacéo fixa de 1750 RPM para
dilacerar as fibras dos tecidos vegetais em fragmentos de 10 a 50 mm. Em
seguida, pulverizou as amostras em particulas menores que 400 pm por meio

de um moinho analitico de 6000 RPM de rotagéo.

2.4 Tamisacgéao
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Selecionado a dimensdo de particula ideal para as proximas etapas,
padronizou-se para cada um dos tecidos vegetais coletados a faixa de tamanho
entre 50 e 155 pm utilizando tamises de malha de ago inox. Posteriormente

armazenados em sacos plasticos selaveis a temperatura ambiente e no escuro.

2.5 Procedimentos de Extracdo e Armazenamento

Cada procedimento de extracdo abrangente proposto na literatura requer
técnicas e proporcbes de solventes particulares. Porém o0s equipamentos
utilizados serdo os mesmos para eventuais etapas experimentais em comum.
Para os procedimentos envolvendo sonicagéo, utilizou-se ultrassom Elsonic
S60H de frequéncia 37 kHz com 150 W de poténcia efetiva, termostatizado e
com temporizador. A centrifuga empregada foi a CELM Combate com forca
méaxima de 2000 G e rotacdo de trabalho de 3400 RPM. A extracdo acelerada
por solvente (ASE, abreviatura em inglés) foi manuseada através do Thermo
Analitica™ Dionex™ ASE™ com coletor automatico de fragcbes, sob as
condicbes de 1050 psi de pressdo e os tempos de pré-aquecimento,
aquecimento e modo estatico de 0 min, 5 min e 2 min, respectivamente, a 40°C.
A filtracdo empregada pelo sistema automatico ASE foi exercida pela areia de
diatomito previamente inserida na cela de extracdo de 1 mL e a filtracdo
convencional em bancada foi realizada em algoddo. A solucdo de estoque
consiste em 40 mM de formiato de amdnio em agua:metanol 60:40 (v/v) para
diluir os extratos secos e prepara-los para submeté-los a analise cromatografica.
Os protocolos de extracdo foram adaptados para 1 g de material vegetal moido

e realizados todos em triplicatas.
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2.5.1 Protocolo de Extracao de Paepe (2013)

Original Adaptado
| 1g Material vegetal moido | | 1g Material vegetal moido |
> 40mM HCODNH, » 40mM HCOONH,
[ 10 mL H:20:MeOH (b 10 mL H:0:MeOH
80:20 (wiv) 60:20 (wv)
w w
Sonicagéo (60min) T < 40°C Sonicagéo (60min) T < 40°C
Centrifugagédo (1500 g) Centrifugacéo (1500 g)

I Residuc sdlido I I Scbrenadante I— —_
| I

I Residuo sdlido I I Sobrenadante I— —_
| I

40mM HCOOMNH:
10 mL MeOH

40mM HCOONH,

‘—
10 mL MeOH

‘—

v v
Sonicacéo (60min) T < 40°C Sonicagéo (60min) T < 40°C

1 1
I I
I I
| |
- I : I
I I
I I
I I
I I
I I
| |

Centrifugacéo (1500 g) Centrifugacéo (1500 g)
] ]

I Residuo sdlido I I Sobrenadante I— T

|

Repete-se por mais
duas vezes

I Residuo sdlido I I Sobrenadante I— T

|

Repete-se por mais
duas vezes

I I

I I

I I
|Sobrenadantes agrupados |1-— —d-1 |Sobrenadantes agrupados Iq-— —d-1

' I
|Evaporag§o do MeOH | I Secagem I
Diluigdo em 10x 40mi HCOONH.
¢ 40mM HCOONHs & H,0M=0H 6040 viv)
HzO:MeOH 60:40 (wv) w
Armazenamento Concentracéo
T =4°C 1,0 mg/mL
v v
UHPLC-DAD-MS UHPLC-DAD-MS
(Injecéio 10pL)

Figura 12. Fluxograma do protocolo de Paepe, indicando as altera¢des procedimentais do método
original (em vermelho) para o método adaptado (em azul).

Focado na extracdo de metabdlitos polares em matrizes vegetais, Paepe
propde na primeira etapa do procedimento uma solugéo extratora de 40 mM de
formiato de amonio em agua:metanol 80:20 (v/v). Apés a separacao de fases, na
segunda etapa, a mesma concentragdo de formiato de amdnio é preparada em
metanol, concluindo um ciclo de extracdo. Posteriormente ao terceiro ciclo,
armazena-se devidamente o extrato seco até a analise, segundo a figura 10. O
rendimento deste protocolo foi de 10,10% (m/m).

A adaptacdo do método decorreu-se da secagem total do extrato para
adquirir seu rendimento e, previamente a analise, foi ajustado na concentracdo

de 1 mg/mL da solucéo de estoque.
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2.5.2 Protocolo de Extracao de Bijttebier (2016)

A fim de extrair metabdlitos apolares em plantas, Bijttebier sugere trés
ciclos de extracdo em ASE com uma solucdo de acetona:metanol 70:30 (v/v)
com 0,1% de hidroxitolueno butilado (BHT) e bicarbonato de sédio misturado
com material vegetal na cela extratora, de acordo com a figura 11. Lembrando
que a cela do equipamento estd devidamente preparada com diatomito. O

rendimento deste protocolo foi de 5,63% (m/m).

Original

| 100 mg Material vegetal moido |

| ¢———————— 100 mg NaHCO: + Diatomito

Adaptacao

| 1g Material vegetal moido |

—

1g NaHCO= + Diatomito

'1— 1 mL Acetona:MeOH 70:30 {vv) + 0,1% BHT {¢—————————10 mL Acetona:MeOH 70:30 (wv) + 0,1% BHT
y

ASE

(Accelerated Solvent Extraction)

ASE

(Accelerated Solvent Extraction)

I Residuo sélido I I Extrato liquido I— A I Residuo sdlido I I Extrato liquido I— 9

| | I
Repete-se por mais I
duas vezes I

Repete-se por mais I
duas vezes I

| Extratos liquidos agrupados |4-— -
100 mL HzO + 10% NaCl
h 4

" S
—— 15 mL Hexano ecagem

hd ————— 40mI HCOONH:

——
Separacéo Hz0-MeOH 60:40 (viv)

| Extratos liquidos agrupados |¢-— -

Concentragdo
1,0 mg/mL

Fase aquosa Fase Organica

I Fragdo Polar I I Extrato liquido I——|

I v
UHPLC-DAD-MS
(Injecéio 10pL)

Repete-se por mais |
duas vezes I

Eraporicfe - —

Trans-B-apo-8-carotenal
4—10m (200pg/mL)

MeOH + 0,1% BHT

Armazenamento
(sem luz)
atmNz  T=-25°C
T

-
LC-DAD

Figura 13. Fluxograma do protocolo de Bijttebier, indicando as altera¢des procedimentais do
método original (em vermelho) para o método adaptado (em azul).

Foi eliminada a etapa de separacdo liquido-liquido, uma vez que se
perderia informacdes sobre uma analise metaboldémica abrangente e, ajustando
a etapa de armazenamento, retirou-se do protocolo a adicdo do padrao de trans-
B-apo-8'-carotenal (apocarotenal) e BHT. Para seca-lo posteriormente para obter
rendimento e regulagcéo na concentracdo de 1 mg/mL de solugéo estoque antes

da andlise.
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2.5.3 Protocolo de Ex

tracao de Yuliana (2011)

Original

| 100 mg Material vegetal moido |

¢———————— Diatomito

40mM HCOONHs
’.— 1mL HzO-MeOH

50:50 (vv)
ASE
(Accelerated Solvent Extraction)
]
1 mL MeOH 'y 3
I Residuo sdlido I I Extrato liquido I— e |
1mL MeOH:Acetona >
50:50 (viv) > >
I Residuo sélido I I Extrato liguido I
1 mL Acefona > L

| Residuo sélido | |

Extrato liquido I

| Residuo sélido |

I Extrato liquido I

Repete-se por mais |
duas vezes |

| r———-

+

IFragﬁes similares agrupadasl IFrag:E')es similares agrupadasl IFragﬁes similares agrupadasl IFra(;ﬁes similares agrupadasl

Evaporagdo Evaporacdo
Trans-f-apo-8-carotenal
—10mL (200ug/mL) —10m
CH:Clz + 0,1% BHT
Armazenamento Armazenamento
(sem luz) (sem luz)
atmMNz  T=-25°C atmNz T=-25°C

:

| LC-DAD I |

LC-DAD I

Evaporagdo Evaporacdo do MeOH
Trans-P-apo-§-carctenal Trans-B-apo-8-carotenal
(200ug/mL) —1om (200ug/mL) —
MeOH + 0,1% BHT MeOH + 0,1% BHT
Armazenamento Armazenamento
(sem luz) T=4C

atmNz  T=-25°C

!

LC-DAD

5x volume remanescente
40mM HCOONH
H20-MeOH 60:40 (viv)

]

Figura 14. Fluxograma do protocolo de Yuliana, indicando as alterag8es procedimentais do método original (em vermelho) para o método adaptado

(em azul).

Adaptacgéo
I 1g Material vegetal moidol

| ¢———————————— Diatomito

40mM HCOONHs
,‘—m L. H20-MeOH

50:50 ()

ASE

(Accelerated Solvent Extraction)

10mL MeOH d

| Residuo selido |

I Extrato liquide I— -1

10mL MeOH:Acetona >
50:50 (viv) L3

Residuo selido |

I Extrato liguido I

> ]
L3

| Residuo sélido |

10 mL Acetona

I Extrato liquido I
T

I Residuo sdlido I I Extrato liquido I

Repete-se por mais
duas vezes

——— ]

Concentragéo
1,0m

¢ 40mM HCOONH4
H20:MeOH 60:40 (v)

g/mL

UHPLC-

(Injecdo 10pL)

DAD-MS




Yuliana apresenta um protocolo utilizando ASE para extracdo de ampla
faixa de polaridade de metabdlitos em tecidos vegetais. Cada ciclo possui quatro
passos: o 1° utilizando como solvente de extragcao 40 mM de formiato de amoénio
em agua:metanol 50:50 (v/v); o 2° metanol puro; o 3° acetona:metanol 50:50 (v/v)
e 0 4° apenas acetona pura. O procedimento fora realizado em triplicata,
conforme figura 12.

Uniu-se os extratos para sua secagem afim de obter o rendimento. Em
seguida houve a ressolubilizagdo das amostras para concentracao de 1 mg/mL
na solucdo estoque antes da analise cromatografica. Excluiu-se a adicdo dos
padrdes internos do protocolo original, para que nao interferissem na medicdo
do rendimento que foi de 5,85% (m/m) e muito menos na aquisicdo de dados

espectroscopicos.

2.5.4 Protocolo de Extracao de Leme (2014)

O método estabelecido no Nuacleo de Bioensaios, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais (NuBBE) foi validado por Leme demonstrando
ser um método rapido, simples e com principios da quimica verde na extracdo
abrangente de metabdlitos para folhas de cana-de-acucar. Uma propor¢cédo de
agua:etanol:isopropanol 30:45:25 (v/v/v) foi empregado como solvente para trés
ciclos de extracdo assistida por ultrassom em uma ampla faixa de polaridade
(figura 13).

Es>110
<110
B <105
B <100
<95
B <90
Bl <85
B <30

Figura 15. Diagrama ternario da proporcéo de agua:EtOH:IPA mais eficientes para
extracdo.metabdlica em folhas de cana-de-acucar. Fonte Leme, 2014.



A adaptacao do protocolo foi retirar a etapa da separacdo em fase soélida

com o propoésito de ndo suprimir informacdes durante a analise cromatografica

devido a retencdo de substancias em C18 (40um, JT Backer) durante o clean

up. Entdo, ap6s a secagem para a obtencdo de seu rendimento de 13,28%, o

extrato solido foi ressolubilizado a concentracdo de 1 mg/mL previamente a

analise (figura 14).
Original
200 mg Material vegetal moido

2ml HzO:EtOH:IPA
30:45:25 (vfviv)

Sonicagdo (30min) T < 40°C

Centrifugacdo (1500 g)

Residuo sdlido Sobrenadante

Repete-se por mais
duas vezes

Saobrenadantes agrupados

Secagem

Adaptado

1@ Material vegetal moido

10 mL  HzO:EtOH:IPA
30:45:25 (viviv)

Sonicagdo (30min) T < 40°C

Centrifugagéo (1500 g)

Residuo sélido Sobrenadante

Saobrenadantes agrupados

Hz0:MeOH 50:50 (whv)

Ressolublizagéo

Clean up (SPE)

Secagem

Hz0:MeOH 50:50 (wiv)

Ressolublizagédo

Secagem
40mMHCONH«
Hz0-MeOH 60-40 {ufv)
Concentracdo
1,0 mg/mL

UHPLC-DAD

UHPLC-DAD-MS
(Injecda 10pL)

Figura 16. Fluxograma do protocolo de Leme, indicando as altera¢cfes procedimentais do
método original (em vermelho) para o método adaptado (em azul).
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2.5.5 Protocolo de Extracao de Ferreira OLE-LC (2016)

Este protocolo criado e validado no NuBBE por Ferreira (2016) e
colaboradores reduz drasticamente o numero de passos de tratamento de
amostras que antecedem a analise cromatografica. Neste método, apés a etapa
de tamisacéo, 1 mg de material vegetal é colocado em uma camera de amostra,
adaptando uma pré-coluna (SecurityGuard Phenomenex) e o volume interno
completado com C18 (40um, JT Backer). Uma membrana de Nylon (0,2 um de
diametro de poro, Scheleicher & Schuell) foi posta na entrada e saida do
compartimento interno da camara de amostra com a finalidade de evitar
entupimentos na tubulagcéo e coluna por material vegetal particulado. Por fim, a
camara de amostras carregada foi instalada na vélvula de seis portas no local
alca (loop) de amostras, permitindo que a fase movel flua através da pré-coluna
antes de entrar no sistema cromatografico, onde a separacdo € alcancada.
Portanto, a extragdo metaboldomica da matriz vegetal foi feita em linha ao sistema
de cromatografia liquida (On-Line Extraction-Liquid Chromatography, OLE-LC),

conforme ilustra a figura 15.

Load position Inject position

Pump Pump

| o ES-
@1 >

Sample iame [ 3 e it
—— '|'I'|'|'I'],'|'|'|'|'|'|'l'mll"lll»‘lllmu|||||'|||||'|'L'|'|||'|'|l|||'|{|}|
m\uuﬁuﬂnumuhnMM‘ b T e

»

chamber

Column

Figura 17. Esquema de funcionamento do procedimento on-line, indicando a colocagéo
do compartimento de amostra na véalvula de seis portas no local da alga (a esquerda).
Compartimento de amostra desmontado a direita.

A adaptacéo deste método obteve-se por meio da criagdo de uma peca
compacta especifica para este protocolo, simplificando sua montagem e
descartando a utilizacéo da silica C18 e do filtro de Nylon. Sua elaboracéo sera

abordada mais a frente deste mesmo trabalho.
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2.6 Andlise Cromatografica

2.6.1 Equipamento

O sistema cromatografico utilizado foi o Ultra-High Performance Liquid
Chromatography Dionex™ Ultimate 3000 (Sunnyvale) equipado com uma
bomba modelo DGP-3600 RS, um amostrador automatico modelo WPS-3000
SL, um forno de coluna modelo TCC-3000 RS, um detector de arranjo de diodos
modelo DAD-3000 RS e uma valvula Rheodyne ™ de seis portas e duas posigcdes
(Oak Harbor). O controle do sistema foi desempenhado pelo software
Chromeleon verséo 6.80 (Dionex, Sunnyvale). O cromatdgrafo estava acoplado
a um sistema de espectrometria de massas (MS) Amazon SL Bunker® com fonte

de ionizacao por eletrospray (ESI) e analisador ion trap.

2.6.2 CondicOes cromatograficas

As condi¢cbes da separacado foram de 1 mL/min de vazdo com forno
estabilizado na temperatura de 40°C e 10 pL de volume de inje¢&o dos extratos.
O detector foi calibrado em 254 nm para o DAD e o MS ajustado para = 4500 V
para o capilar de alta-voltagem e + 500 V para o deslocamento de fim de placa,

dependendo do modo (positivo ou negativo) empregado na analise.

2.6.3 Coluna

Utilizou-se a coluna cromatogréafica Kinetex® C18 150 x 4,6 mm, 2,6 pum,
60 A da Phenomenex. Esta coluna mostrou-se eficiente para uma andlise de
matrizes complexas, oferecendo maior nimero e superior resolucéo de bandas
cromatograficas analisadas em cana-de-acucar em trabalhos anteriores (LEME
et al., 2014).
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2.6.4 Gradiente de extracao/eluicéo

Os solventes utilizados no método cromatografico foram agua (solvente
A) e metanol (solvente B), ambos com 0,1% de acido formico. O gradiente varia
de 5/5/50/100/100 %B em 0.0/4.5/55.0/65.0/80 min, vazao de 1,0 mL/min (figura
16)

Leme Método adaptado
Tempo (min) %B Tempo (min) %B
00 —— 5 0.0 5
450 —— 50 4.5 5
65.0 —— 100 55.0 50
60.0 —— 100 65.0 100
80.0 100
%B %B
100% 100%
50% 50%
10% 10%
5% 5%
0 45 55 60 0 45 55 65 80
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 18. Alteracdo do gradiente cromatografico (em vermelho).

A adaptacao deste método decorreu-se na insercao de uma etapa inicial
isocratica em 5% de B por 4,5 minutos. Assim, procurou-se ampliar a obtencao
de bandas na regido polar do cromatograma, respeitando a taxa de variacéo
validada pelo autor. Além disso, prolongou-se por mais 10 minutos 0 momento
final isocratico em 100% de B para garantir que todos sinais apolares fossem

evidenciados e a limpeza da coluna fosse assegurada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Desenvolvimento do compartimento de amostras para
OLE-LC

A 4 R
il

D44y s

Figura 19. Alteragdo do preenchimento da camara de amostras: a esquerda, preenchimento
da camara com silica e material vegetal feita por Ferreira. A direita, apenas o material vegetal
realizado com o atual modelo OLE.

Ao decorrer de variadas andlises metabolémicas a partir da extragcdo em
linha acoplada ao sistema de cromatografia liquida, viu-se a necessidade de
executa-las em um modelo com montagem simples e excluindo a silica para
aplicacéo do sistema (figura 17). Portanto, optou-se por desenvolver uma peca
Unica e facilmente acoplavel ao UHPLC, considerando a tecnologia disponivel

para a sua usinabilidade.

3.1.1 Projeto inicial e adversidades de elaboracéo

A principio pensou-se em redefinir as dimens@es da pré-coluna para evitar
a utilizacdo da silica C18 na camara de amostra. O preenchimento do interior da
coluna de seguranga com a fase estacionaria ocasiona problemas de
reprodutibilidade.

As dimensbes do orificio a serem reproduzidas a partir do modelo de
SecurityGuard disponivel foram tecnicamente descartadas. O impedimento para
realizar esta tarefa constou na falta de tornos mecéanicos de alta rotacdo
acessiveis para executar um furo tdo pequeno de 0,2 mm. O emprego do corte
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a laser também foi preterido por ndo reproduzir o diametro de furo de maneira
satisfatoria.

Por fim, o encaixe do filtro de aco sinterizado na entrada e saida do
compartimento de amostras e a rosca retratil seriam etapas de dificil execucao

mecanica para criacdo de multiplas pecas iguais.

3.1.2 Readaptacédo da Peca: Retomada do Conceito de Extracao

Os desafios mecanicos de elaboragéo foram decisivos para mudar a ideia
do protétipo inicial. Focou-se entdo no propdsito da peca: a permeacao de
solvente liquido sob alta pressdo em uma camara de amostra contendo material
vegetal pulverizado hermeticamente vedado.

Elaborou-se entdo a cAmara de amostras a partir de um material comum

em tubulacfes e vedacbes em equipamentos de cromatografia liquida de alta
pressdo, o PEEK (Poly-ether-etherketone, Poli-éter-éter-cetona). Dimensionada

a camara de amostra ao encaixe de um filtro de aco sinterizado, colocou-se o

anel-guia de aco inoxidavel acoplado a outro filtro semelhante para vedac¢éo do
material vegetal na camara (figura 18).

Dependendo da composicédo do solvente e das dimensfes de particulas
empregadas, o desempenho das bombas pode alcancar pressbes nas
tubulacdes de até 1000 bar. Para a vedacao de todo o sistema sob alta pressao

foi desenvolvido o compartimento de amostragem de aco inoxidavel e duas

roscas de vedacdo com conexdes ao modelo UHPLC utilizado. Acoplou-se

PEEK nas extremidades das roscas que ficardo em contato com a camara de
amostra para controle da vazdo de entrada e saida durante o processo de

extracédo (figura 19).
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FILTRO  CAMARA DE AMOSTRA ANEL-GUIA FILTRO

+ +

AMOSTRA
A

L

COMPARTIMENTO DE AMOSTRA
=i i i i i i ROSCAS DE VEDACAO ‘ | | | | | =
Figura 20. Representacdo ilustrativa da montagem do modelo OLE atual. Em cinza
representando o0 a¢o inox e em bege representando o PEEK.
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Rosca de
Vedacéao 2

Figura 21. A) Partes externas: roscas de vedacado e compartimento de amostras em acgo
inox. B) Partes internas: cAmara de amostra (em PEEK) com filtro de linha embutido,
filtro de linha e anel guia (ago inox). C) Alinhamento na ordem de encaixe. D) OLE
montado com os adaptadores para o sistema cromatografico. E) OLE plugado a coluna
cromatografica. F) Quantidade de material vegetal necessario e G) Caixa de
armazenamento da peca.

49



3.1.3 Materiais

Todos os materiais escolhidos para a composicao das pecas sao inertes
as interacbes com o solvente, comumente utilizados em equipamentos
cromatograficos modernos.

O poli-éter-éter-cetona (PEEK) € um polimero de engenharia com muitas
vantagens, como leveza, alta estabilidade térmica, alta resisténcia
(MOHAMMED, FAREED; 2016). Por isso o empregamos na camara de amostras
e nas terminacdes das roscas, regifes onde sofrerdo fortes pressdes mecanicas
para vedagéo do sistema e confinamento da amostra. A boa usinabilidade desse
polimero foi fator essencial para replicacao das pecas.

O filtro de linha de aco sinterizado de tamanho de poro de 5 um
empregados na entrada e saida do lugar de confinamento da amostra. Os filtros
tem custo baixo e com padrao de poro garantido pelo fabricante, possibilitando
padronizar as dimensdes da camara de amostra, do anel-guia e do diametro final
das roscas de vedacao.

O aco inoxidavel € um material com alta resisténcia mecanica e a corrosao
e foi usinada para envolver o sistema de alta pressdo para que nao ocorra

rompimentos ou fratura no compartimento interno.

3.1.4 Testes do protoétipo

Antes das analises em UHPLC, o protdtipo final foi submetido a testes de
vedacéao e presséo. Para o teste de vedacéo, foi conectado o compartimento de
amostras montado a uma bomba de vacuo e sopro. Em seguida, imergiu-o em
um aquario com agua para verificar ocorréncia de bolhas nas conexdes e
encaixes. O teste de pressao foi realizado no UHPLC afim de mensurar a
pressdo adicional que o OLE geraria no sistema. Notou-se uma carga adicional
de 60 a 90 bar, dependendo da composicao do solvente e vazao de trabalho,

gue esta dentro dos parametros de bom-funcionamento das bombas.
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3.1.5 Acoplamento ao sistema de cromatografia [OLE-UHPLC]

Cada rosca de vedacao possui uma rosca interna feita sob medida para
as conexdes do UHPLC da marca Dionex™3000 e similares. O OLE foi acoplado

previamente a coluna cromatogréfica, dentro do forno.

UHPLC-DAD OLE-UHPLC-DAD
Solventes Solventes
A I
[ B
Bombas
Misturador
MEH Injetor OLE (Amostra)

Coluna Coluna

Detector Detector

Figura 22. A esquerda, ilustra-se o sistema cromatografico em anélises off-line padrao.
A direita, o sistema empregado para andlises on-line utilizando o OLE

Esse modelo cromatogréfico insere a amostra em linha ao sistema
cromatografico, possibilitando menos etapas entre a extracao e separacao dos
compostos (figura 20). Como esta elaboragéo € nova, esta técnica pode utilizar
o injetor, por exemplo, para adicdo de padrdes ou modificadores durante a
analise cromatografica estudos estes que ndo estardo em analise para esta
dissertacdo, mas abrem margens para explorar novas perspectivas de
investigagbes metabolomicas. Neste trabalho, os protocolos de OLE-UHPLC

foram empregados sem utilizagao do injetor.
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3.2 Analise comparativa UV-Vis [OLE-UHPLC-DAD]

Para comparacao inicial, foram selecionadas sete regides comuns a todos
os métodos de extracdo no perfil cromatografico, tanto pela semelhanca
espectroscopica da deteccdo DAD, quanto pela proximidade de tempo de
retencdo. As regides adquiridas foram ordenadas alfabeticamente como
mostrado na figura 21.

O protocolo de Bijttebier ndo estard nos resultados, pois ndo obteve
aguisicao de bandas significante para a cana-de-acgucar. Seu metodo especifico
para compostos apolares nao condiz experimentalmente com a matriz
metaboldmica da Saccharum, como discutido anteriormente, j& que 0sS
metabdlitos fendlicos e polifendlicos predominam nos tecidos de forma
glicosilada.

Os cromatogramas foram analisados em uma janela de 0 a 55 minutos,
sendo que os 4,5 primeiros minutos foram agrupados e denominados
grupamento A. Este aglomerado de bandas corresponde a compostos muito
polares que ndo obtiveram uma boa separacdao. As demais bandas de interesse
foram classificadas de B a G que correspondem aos compostos de média e
média-baixa polaridade.

Em seguida, enumerou-se as bandas de absorcdo em UV-Vis e tabelou-
se os valores de U.A. para melhor comparacgéo visual entre os protocolos de
extragdo. Utilizou-se um mapa de calor, onde cada conjunto de bandas
caracteristicas recebe valores proporcionais relativos a mesma banda de maior
absorcdo. Os valores resultantes estdo em porcentagem como indica a figura 21

e uma escala cromatica foi atribuida aos valores estabelecidos.
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Figura 23. Em cima, o fingerprinting cromatografico com destaque nas regides selecionadas (a esquerda) e com as bandas enumeradas (a direita).
Abaixo a esquerda, a representacéo da atribuicio da escala cromatica dos valores relativos as bandas de interesse. A direita, a tabela com valores
de intensidade de absorbancia (em mA.U) com tempos de retengéo (min). No canto inferior direito o mapa de calor com as porcentagens atribuidas.

o ‘
! I_|_B < D Folha E_ . de Paepe su-‘ 7 ; . 5 Fola , de Pacpe
et T o TR | ldi sk
4o 100 200 300 400 500 550 min " a0 100 2000 300 400 ' 500 ' 55.0min
704
_\_B . . Folha E_ F \‘ _‘_J| - G. Yuliana 70 ) S ) s Folha .7 s 9 110 Yuliana
*1 I =T i i [ Pl M -’l f B 36 2 [ h ‘,'\ N
ol o] u‘.,A-M it S ST l ll u N Ja‘.dw' ik l‘ e L OV ST
00 ! S - . . — ¥ AUV | ROV LVE
4.0 10.0 200 30.0 400 500 850 min ** 40 100 7 200 300 400 500 ' 550 min
220
Folha L | 220
» eme Folha Leme
| 10
40 10.0 200 30.0 400 50.0 ' 55.0 min 0 R . !
40 10.0 200 30.0 40.0 50.0 55.0 min
e _B c D Folha I E -’T.r,: G On-LinT\GE;Jtracliun il 2 4 5 Folha ¢ 7 8 9 10 On-Lin?DE)E:)tractinn
“" 1 ‘! 14 I ﬁ il \\.‘\'”;-f-"f-‘ ! J .-J'- ‘. i » | k (- J\ vk WA r‘;lJ',,'*I- i, L h, ‘. A4
|l AV N ,,‘_,_'\,.&‘\“\lwu'.\. pAA Vo VT Ve i Sl 1 A AW, R VAT T SV IS e MR A
40 10.0 200 30.0 40.0 50.0 55.0 min a0 100 20.0 ' 30.0 40.0 500 550 min
Orgéo |Regido| Banda | de Paepe \ Yuliana \ Leme | OLE
5 TR |[Area| TR [Area] TR [Area | TR [ Area
100%
’ 1,12 wat.min A [Polares|0-4,8(19,02]0-4,8/7,86(0 -4,8] 11,06 |0 - 4,8] 105,86
1,12 wa.v.min —e ¥ 100 J 0 i f i i} i i ) i
. 2,03 movom 35% o B 1 | 55 | 478 | 55 |442| 55 | 822 | 50 | 16,88
e c 2 103 | 0,97 | 99 0,48 10,2 | 2,30 | 9,2 | 10,91
3 109 | 1,12 | 10,7 0,92 109 | 1,61 | 9.8 3,09
1 D 4 181 | 247 | 173 |10,61] 181 | 437 | 16,4 | 21,09
2,03 ma.mm »2‘”_‘ x 100 gyl Folha 5 | 193 | 1,68 | 18,0 |0,72| 19,3 | 2,85 | 18,00| 18,46
2,03 matmm e 6 | 332 | 143 | 330 |0,27| 33,2 | 4,44 | 31,8 | 31,70
0 7 34,0 | 1,59 | 345 |0,94| 340 | 3,47 | 32,7 | 14,36
B 8 39,7 | 2,89 | 396 |1,80| 38,2 | 549 | 37,5 | 25,60
G 8 440 | 0,31 | 439 0,40 440 | 1,23 | 42,7 | 9,02
10 455 | 1,25 | 454 11,29| 455 | 2,60 | 44,1 | 14,46
—_— 100 i ; i ’ , 5 s 5
o o mpy N
]
2 1,72 wmav.min [ 1 OLE
\ 172 wncwn P —— X 100 85 %
Iy 2,03 wrtomin
S 0%



Por comparar a absorbancia entre moléculas iguais, a proporcionalidade
entre suas intensidades evidencia a razdo entre as quantidades de compostos
extraidos. Sendo assim, em termos globais, a ordem decrescente de
desempenho entre os métodos foi OLE > Leme > Paepe > Yuliana. O mapa de
calor indica uma performance extremamente eficiente do OLE comparado a
intensidade dos outros protocolos. No entanto, esta analise inicial necessita
ainda de comprovagdo estatistica, identificacdo molecular individual e uma
andlise quimica holistica de seu perfil cromatografico, antes de qualquer

conclusao.

3.3 Anaélise de absorbancia de UV-Vis [OLE-UHPLC-DAD]

Os cromatogramas foram alinhados para o ajuste do tempo de retencéo
e para cada protocolo foi calculado a média a partir de suas replicatas (figura
22). E evidente que as potencialidades das técnicas de extracéo se estabelecam

com a comparacao entre os fingerprintings médios adquiridos.

—OLE

Leme
— Paepe
—Yuliana
b-;',- Et —
- Leme
1 i
.\ . in
I } | :
. i /\u‘l | | j
‘k l,“h"’ "I“J"“L“U J""IM’L&I du_m — L :,jl’||‘j|\_\___)ﬂj.d f Ii Ww .MJW h&‘# P-Jf\w\ W f ,J\ Jaks b J
ﬂ YU”ana\ Paepe
iy il N
7
ulh l' wr‘ 'w'\.uj ‘kLﬂ!‘/"l‘h“)‘lﬂjﬁ;w'l"b"wl'w)\-LA} J]- 7 I: k,{»'«f‘!b_r A ,JHIL.,. mthMJﬁth ,»J“J\,w_)\‘»w/x , ,-»-uf‘-\-h'“ -
\ = — ] “ = / ” - —— - = =

Figura 24. Fingerprinting em UHPLC-DAD de cada replicata sobrepostas (superior esquerdo) e das
médias de cada método sobrepostas (superior direito) para as folhas de Saccarum officinarum. Em
vermelho, fingerprinting médio correspondente ao protocolo OLE. Em amarelo, fingerprinting médio
correspondente ao protocolo Leme. Em verde, fingerprinting médio correspondente ao protocolo
Yuliana. Em azul, fingerprinting médio correspondente ao protocolo Paepe. As condicGes
cromatograficas foram em tempos de 0/4,5/55/65/80 min sob fluxo de 1 mL/min de
5/5/50/100/100 % de B. A coluna utilizada foi Kinetex® C18 150 x 4,6 mm, 2,6 um, 60 A da
Phenomenex..



Quando sobrepostos, o cromatograma do OLE em relacdo aos outros
métodos destaca-se com bandas intensas e bem definidas. Individualmente
cada protocolo teve sua especificidade. No protocolo de Paepe existem poucas
variedades de moléculas extraidas, concentrando sua maior parte na regiao
inicial do cromatograma, onde o carater dos compostos € polar. Yuliana possui
mais diversidade que este ultimo com sinais discretos em todo cromatograma. O
protocolo de Leme apresentou o perfil cromatografico com boas separacdes e

sinais mais intensos comparados aos métodos off-line.

Figura 25. Imagem aproximada do perfil cromatografico de cada replicata em uma janela de
14 a 29 min (esquerda) e de 30 a 40 min (direita)

Um fator de importante relevancia é o destaque que as bandas no método
on-line adquirem comparadas ao off-line. Assim, sinais discretos que se
confundem com ruidos, ganham significAncia com o OLE, evidenciando a

presenca de substancias antes ndo aparentes (figura 23).
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Figura 26. Imagem aproximada do perfil cromatografico médio para cada protocolo em uma
janela de 31 a 34 min (esquerda) e de 17 a 20 min (direita).

Mesmo apoOs o alinhamento entre os cromatogramas um importante
elemento a ser apontado sdo bandas deslocadas entre os métodos on- e off-line
(figura 24). Quando se compara os cromatogramas meédios, duas hipoteses
surgem: 1) artefatos que podem ter ocorrido durante o tratamento de amostras
off-line. Estes gerariam compostos de diferentes valores de elui¢cdo devido a uma

leve mudanca de polaridade, causando um deslocamento no tempo de retencao,
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ou o0 2) volume de encanamento do compartimento on-line. Porém, nesta ultima

os valores de tempo de retencéo deveriam ser maiores as bandas equivalentes,
sendo que isso ndo ocorre. Enfim, esse fendbmeno ndo sera elucidado nesta

dissertacdo e sem duvidas merece atencdo para analises holisticas futuras.

3.4 Analise de Componentes Principais [OLE-UHPLC-DAD]

A PCA foi aplicada nesta etapa para definir grupos espectrais similares a
fim de reduzir o numero de variaveis para facilitar a visualizacdo estatistica.
Dessa forma, a primeira componente principal (PC1) foi carregada com o0s
valores de intensidade e sua componente principal secundéria (PC2) carregada
com valores de tempo de retencdo de 5 a 55 minutos. Obteve-se assim o grafico

de correlacdo em quadruplicata a um nivel de confianca a 95% (figura 25).
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Figura 27. Grafico de escores (PC1) e pesos (PC2) em mA.U. x min, a esquerda. Dados
correspondentes aos protocolos (pontos coloridos) conservando a varidncia maxima dos
vetores respostas com 95% de confianca.

A principio se observa quatro grupos amostrais distintos correspondentes
aos protocolos analisados. Quanto mais proximos os pontos do conjunto, mais
preciso e reprodutivel o método demonstra ser. Sendo assim, a ordenacdo
decrescente avaliada sob a reproducéo precisa de cada extracdo € OLE > Paepe
> Leme = Yuliana.

A componente principal 1 (eixo vertical) caracteriza os valores de escores
de intensidade da amostra, destacando a extragéo on-line como o unico conjunto
de dados na parte positiva. Confirmando as premissas do mapa de calor
discutido anteriormente, os sinais de bandas do OLE sé&o elevados comparados

aos protocolos off-line. A componente principal 2 (eixo horizontal) representa os
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pesos (em inglés loading) sobre a variancia entre os tempos de retencdes

amostrais. Mesmo que em distintas intensidades, os tempos de retencdo das

bandas espectrais do OLE e Paepe estdao centralizados,

apontando

sincronizacdo no processo de separacdo. O método de Leme possui bandas

deslocadas para esquerda no tempo de retencéo, assim como o de Yuliana para

a direita.

3.5 Identificacdo de metabdlitos [OLE-UHPLC-DAD-MS]

As andlises em cromatografia ocorreram de forma hifenada com o

detector de massas. Portanto, os métodos de separacao off-line (UHPLC-DAD-

MS) e on-line (OLE-HPLC-DAD-MS) possuem valores de tempo de retencao

maiores comparados ao espectro de UV-vis, por conta do volume de

encanamento percorrido entre os detectores DAD-MS. Os compostos

identificados sé&o flavonas glicosiladas e acidos clorogénicos (figura 26).

@

|

B

'u‘w IJ& l"LH\'

r‘L MU U:JIMJ!

m |

. b
L A '\u"_l‘\‘ - b i 2l

Derivados de ACIDO CLOROGENICO

M/Z: 353

Derivados de LUTEOLINA I |
I

M/Z : 447

Derivados de DIOSMETINA 24min
A

7.1 min

M/Z : 461

Tricina-7-O-glicuronideo-sulfato

M/Z: 585

Derivados de Tricina-O-nechesperosideo b L aadmi

M/Z : 637

Figura 28. A esquerda, o fingerprinting cromatografico das folhas de cana-de-agucar nas
condi¢Bes cromatograficas de tempos de 0/4,5/55/65/80 min sob fluxo de 1 mL/min de
5/5/50/100/100 % de B. A coluna utilizada foi Kinetex® C18 150 x 4,6 mm, 2,6 pm, 60 A da
Phenomenex. A direita, estdo localizadas as bandas caracterizadas pela razio massa/carga

atribuida.

“ Tempo [mln]

guaiacilgliceril) ete
uaiacilgliceril) eter

M/Z : 687

O acido trans 5-cafeoilquinico (em 9,2 min), acido trans 3-cafeoilquinico

(em 16,2 min) e acido trans 4-cafeoilquinico (em 17,8 min) pertencem a classe

dos &cidos clorogénicos.

A luteolina 8-C-glicosideo (29,7 min) apresenta sinais infimos na cana-de-

acucar. Em compensacao, o produto flavonoide de maior ocorréncia em toda

planta é

justamente a luteolina 6-C-glicosideo (31,5 min). A diosmetina é um

produto da acdo enzimatica na luteolina. Porém, a forma glicosilada

57




predominante é comum no carobono 8. Assim, as bandas da diosmetina 8-C-
glicosideo (32,4 min) € maior que a diosmetina 6-C-glicosideo (37,2).

As apigeninas demonstram ser a classe com maior variacdo de
glicosilagbes que as demais, tanto em posicao, quanto ao tipo de acucar ligado.
A apigenina 6-C-arabinosil 8-C-glicosideo (30,0 min), sua forma isomérica em
(34,5 min), apigenina 6-C-glicosil 8-C-arabinosideo (34,5 min) e apigenina 6-C-
glicosideo (35,3 min) concentram-se no centro do cromatograma.

Na parte final do cromatograma predominam as classes das tricinas nas
formas: ticina 7-O-glicuronideo-sulfato (37,8 min), os isbmeros das tricinas O-
neohesperosideos (37,5 min; 42,7min e 44,2 min), tricina 7-O-a-L ramnosil-
glicuronideo (43,8 min), tricina-4'-(O-eritroguaiacilgliceril) eter glicosideo e
tricina-4'-(O-treoguaiacilgliceril) eter glicosideo (44,7 min e 46,9 min). Estes dois
altimos ndo possuem ordem de eluicdo definida pela espectrometria de massas,

mas se sabe) que ocorrem nos tecidos da cana-de-acucar.

3.6 Comparacéao e analise utilizando rede social global
molecular de produtos naturais [OLE-UHPLC-DAD-MS]

Através da rede social global molecular de produtos naturais estabeleceu-
se grupos, onde cada molécula (nodo) correlaciona-se com dados de massas
obtidos no espectro cromatografico. Um arco ligante entre nédulos indica uma

similaridade igual ou acima de 95%, a partir dos padrées de fragmentacéao.
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Figura 29. Redes moleculares exibidas no espaco quimico de deteccdo de massas para
conjuntos de espectros de moléculas relacionados, a esquerda. Grupos identificados com pelo
menos uma molécula alvo contida, a direita.



Os grupos (em inglés cluster) de interesse foram definidos ao localizar a
raz8o massa/carga (m/z) respectiva as substancias identificadas (figura 27). A
partir dessa divisdo, foi possivel avaliar o desempenho de extracdo de cada

molécula alvo.
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Figura 30. Nodos em destaque com a identificacdo das substancias alvo. As cores vermelho,
amarelo, verde e azul representam respectivamente a fracdo quantitativa extraida pelos
protocolos OLE, Leme, Yuliana e Paepe.

Cada nodulo possui um gréfico circular, representando a porcentagem de
extracdo obtida por cada um dos protocolos. Vale lembrar que a espectrometria
de massas € um método quantitativo, ou seja, a proporcao grafica entre as areas
denota com precisdo a razdo entre as quantidades de compostos extraidos
(figura 28).

Os dois primeiros clusters correspondem a classe das apigeninas C-
glicosiladas. Mesmo sendo de mesma classe, o0 software consegue distinguir um
conjunto de apigeninas diglicosiladas (grupo 1) contendo 74 outras substancias
correlacionadas, de um segundo conjunto de apigeninas monoglicosiladas
(grupo 2) com 47 substancias analogas. No cluster 1, observa-se a presenca de
trés compostos com razdo massa/carga 563. Apenas uma delas (m/z = 563.29)
ocorre nos quatro protocolos equimolarmente, enquanto nos outros dois nédulos
indica um desempenho equivalente do OLE em comparac¢do ao Leme, com a

diferenca em que o nodo m/z = 563.283 Paepe tem desempenho majoritario e
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minoritario para o nodo m/z = 563.572. No grupo 2, o0 composto m/z = 432.293
foi melhor extraido por OLE e Leme (OLE > Leme > Yuliana > Paepe).

O grupo 3, com 14 moléculas associadas, pertencente a luteolina C-
monoglicosilada (m/z = 447.32) teve performance OLE = Leme > Yuliana =
Paepe, em termos de quantidade molecular extraida. Neste grupo ha certa
imprecisdo sobre qual carbono o acucar possa estar ligado, mas os indicios
apontam para a glicosilacdo no carbono 6, pois € o produto majoritario nas folhas
de cana-de-acucar. A explicacdo do ndo aparecimento da forma 8-C glicosilada
€ a baixa intensidade de bandas no espectro de massas. Da mesma forma
ocorre com a diosmetina e as tricinas que se tornaram invisiveis ao software.

Os conjuntos de 12, 8 e 4 nodos correspondem respectivamente aos
grupos 4,5 e 7, de razdo m/z = 353 associados a classe dos acidos clorogénicos.
O nodo m/z = 353.293 teve um desempenho de protocolos quantitativos de tal

R

modo que Leme = Yuliana > OLE = Paepe, para o nodo m/z = 353.144 Leme =
Paepe > OLE = Yuliana e para o nodo m/z = 353.315 Paepe > OLE = Leme >
Yuliana.

Por fim, o Unico cluster a ndo obter sinais atribuidos a extracéo on-line é
0 grupo 5 de m/z = 585.304. Por isso este conjunto de 6 moléculas similares a
tricina 7-O-glicuronideo-sulfato traz questionamento sobre esta molécula ser um
possivel artefato proveniente de processos durante o tratamento de amostra dos
métodos off-line. Esta hipétese corrobora com o fato de que nenhuma outra
tricina foi identificada pelo banco de dados, necessitando investigacdo. O

desempenho obtido pelos métodos foi Leme = Yuliana > Paepe.
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Figura 31. Relacao de substancias detectadas pelo GNPS e suas féormulas moleculares. As
cores destacadas representam os radicais cafeoil (azul), glicosil (rosa) e arabinosil (amarelo).
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4. CONCLUSAO

A construcdo do novo compartimento de amostras no método de extracao
on-line facilitou o manuseio do material vegetal com elevada padronizacao de
amostragem. Tal método economiza tempo e solvente ao evitar as etapas de
preparo de amostras, 0 que reduz significativamente a possibilidade de geracao
de artefatos.

Mesmo com pouco material vegetal (cerca de 1 mg) os sinais obtidos por
este protocolo de extracdo sdo intensos, capazes de obter significancia em
bandas atribuidas a ruidos em métodos off-line. Compostos discretos passaram
a ser evidenciados com altos valores de reprodutibilidade, precisdo e eficiéncia.

De maneira geral o OLE obteve baixo desempenho para anélise com
substancias alvo, demonstrando um método promissor em andlises abrangentes
(untargeted analysis) para estudos metabolémicos em tecidos recém colhidos e

para bioprospeccao de moléculas bioativas minoritarias.
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