Universidade
Estadual de LondRrina

SABRINA AFONSO

ANALISE EXPLORATORIA DE PROCESSOS DE
SEPARACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM
ANNONACEAE

Londrina
2016



SABRINA AFONSO

ANALISE EXPLORATORIA DE PROCESSOS DE
SEPARACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS EM
ANNONACEAE

Tese apresentada por Sabrina Afonso ao Programa
de Doutorado em Quimica do Departamento de
Quimica do Centro de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual de Londrina como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de Doutora.

Orientadora: Profa. Dra. leda Spacino Scarminio.

Londrina
2016



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragao
Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

Afonso, Sabrina.

Andlise exploratoria de processos de separagdo de metabdlitos secundarios em
Annonaceae / Sabrina Afonso. - Londrina, 2016.
130 f. il

Orientador: leda Spacino Scarminio.

Tese (Doutorado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias
Exatas, Programa de Pés-Graduagao em Quimica, 2016.

Inclui bibliografia.

1. Annonaceae - Teses. 2. impressao digital - Teses. 3. planejamento centroide-simplex
- Teses. 4. métodos quimiométricos - Teses. |. Scarminio, leda Spacino. Il. Universidade
Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Exatas. Programa de Pds-Graduagcdo em
Quimica. Ill. Titulo.




SABRINA AFONSO

ANALISE EXPLORATORIA DE PROCESSOS DE SEPARACAO DE
METABOLITOS SECUNDARIOS EM ANNONACEAE

Tese apresentada por Sabrina Afonso ao Programa
de Doutorado em Quimica do Departamento de
Quimica do Centro de Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual de Londrina como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de Doutora.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora : Profa. Dra. leda Spacino Scarminio
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Isabel Craveiro Moreira
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana -
UTFPR

Profa. Dra. Audrey Alessandra Stinghen Garcia
Lonni
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Dionisio Borsato
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Profa. Dra. Maria Luiza Zeraik
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 13 de maio de 2016.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre iluminar o meu caminho.

A minha familia, pela confianca depositada em mim, e em especial, a minha irma

Renata que esteve comigo me ajudando durante todo o tempo.

A Profa. Dra. Ieda Spacino Scarminio, pela orientag¢do, apoio, confianga e amizade

durante todo o trabalho.

Aos professores e técnicos do Departamento de Quimica e Programa de Doutorado
em Quimica da Universidade Estadual de Londrina pela contribuicio na minha
formacao.

Aos professores e amigos da Universidade Nacional de Rosario na Argentina, em
especial ao Alejandro Olivieri e Pablo Pisano, pelos ensinamentos, carinho e confianca

no trabalho.

Ao professor Roy Bruns e Arnaldo Silva, pela contribui¢do nas discussoes do

trabalho e realizacao dos calculos tedricos.

Aos amigos e parceiros cientificos do LQCN, Gustavo e Fabiano, pela amizade e

contribui¢do em cada parte do trabalho.

Aos amigos do LQCN, Pedro, Galileu, Amélia, Guilherme Santana, Guilherme

Scheel, Patricia, Filipe, Fernanda, Elis e Ivanira, pela ajuda nas etapas do trabalho.

As amigas do LEMA, Renata e Adriana, pela amizade incondicional.

Aos amigos do LAES, Carlos e Jéssica, pela alegria em todos os momentos.

Ao CNPq, Capes e Fundagdo Araucaria pelo financiamento e bolsas concedidas.



Aos meus pais, Laudemiro e Fatima e as
minhas irmds, Manoela e Renata, pelo

apoio, amor e confianga.



AFONSO, Sabrina. Analise exploratoria de processos de separacdo de metabdlitos
secundarios em Annonaceae. 2016. 130 f. Tese (Doutorado em Quimica) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2016.

RESUMO

Métodos quimiométricos foram associados a dados espectroscopicos e cromatograficos para
discriminar amostras de folhas autossombreadas e expostas ao sol de Annona muricata e
Rollinia mucosa coletadas nas diferentes estacdes climaticas. As extra¢des das folhas das duas
espécies da familia Annonaceae foram realizadas seguindo um planejamento de misturas do
tipo centroide-simplex com cinco solventes: etanol, acetato de etila, diclorometano, acetona e
cloroférmio. A impressdo digital metabolomica das duas espécies foram obtidas por técnicas
cromatograficas (CLAE-DAD) e espectroscopicas (UV-Vis, IV, EM, RMN). O rendimento
dos extratos foi analisado por metodologia de superficie de resposta. Com a aplicagdo de
modelos estatisticos foi possivel verificar que o etanol ou suas misturas extraem maior
quantidade de compostos das plantas, além de provar que o rendimento ¢ influenciado pela
época da coleta, exposicdo solar da planta e parametros solvatrocromicos dos solventes.
Andlise de componentes principais (ACP), resolucdo multivariada de curvas (MCR) e
regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) aplicados aos dados cromatograficos e
espectroscopicos mostraram ser ferramentas uteis na investigacdo da composi¢do quimica dos
extratos e indicaram a presenca das acetogeninas, que sdo compostos que apresentam
atividade antitumoral. Esse resultado foi confirmado pelos dados de espectroscopia de massas
e RMN e calculos tedricos da intensidade das bandas de infravermelho. Os métodos
quimiométricos associados aos dados obtidos mostraram diferenca de quantidade e/ou
variedade de acetogeninas e pigmentos presentes na Annona muricata e Rollinia mucosa
dependendo da quantidade de radiacdo solar que a planta recebe ou a época em que ¢
coletada.

Palavras-chave: Annonaceae. Planejamento centroide-simplex. Impressdo digital. Métodos
quimiométricos.



AFONSO, Sabrina. Exploratory analysis of secondary metabolites separation processes
in Annonaceae. 2016. 130 p. Thesis ( Doctoral degree in Chemistry) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2016.

ABSTRACT

Chemometrics methods were associated with chromatographic and spectroscopic data to
discriminate samples self-shaded and sun exposed leaves of Annona muricata and Rollinia
mucosa collected in different seasons. Leaves extractions of both species of Annonaceae
family were conducted using centroid simplex design mixtures with five solvents: ethanol,
ethyl acetate, dichloromethane, acetone and chloroform. Metabolomics fingerprint of both
species were obtained by chromatographic (HPLCDAD) and spectroscopic (UV-Vis, IR, MS,
NMR) techniques. Extracts yields were analyzed by response surface methodology. With
statistical models application was possible to verify that extracts of ethanol or mixtures
thereof extracts the greater amount of plant compounds and proved that the yield is influenced
by the season time, sun exposition and solvatochromic parameters of solvents. Principal
component analysis (PCA), multivariate curve resolution (MCR) and partial least squares
regression (PLS) applied to chromatographic and spectroscopic data have proved to be useful
tools in the investigation of the chemical composition of extracts and indicated the presence
of acetogenins, which are compounds which antitumor activity. This result was confirmed by
mass spectroscopy and NMR data and theoretical calculations of the IR bands intensity. The
chemometric methods associated with the data obtained show a difference of quantity and/or
variety of acetogenins and pigments present in Annona muricata and Rollinia mucosa
depending on the amount of sunlight the plant receives or the season it is collected.

Keywords: Annonaceae. Centroide-simplex design. Fingerprint. Chemometric methods.
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INTRODUCAO
1. Metabolismo Vegetal

As plantas produzem diversos compostos organicos, divididos em metabolitos
primarios e secundarios. Os metabolitos primarios possuem fun¢ao estrutural, plastica e
de armazenamento de energia. J& os metabdlitos secundarios apresentam relevante
importancia por possuirem varias atividades bioldgicas, e, portanto, sdo usados como
medicamentos, cosméticos, alimentos e agroquimicos. A Figura 1 representa o esquema

do metabolismo vegetal (Simoes et al., 2003).

Metabolismo Vegetal

@ Polissacarideos

Heterosideos

Acido chiquimico Acetato
| | | |

Triptofano Acido galico Derivados Acido citrico Condensagio
Fenilalanina/ das duas Mevalonato
Tirosina rotas
Alcaldides Taninos Terpendides
indélicos e Hidrolisaveis e esterdides
quinolinicos Antraquinonas
Flavonoéides Alcaloides
I : I Taninos pirrolidinicos, Acidos Graxos
Protoalcaléides ngna_nas e condensados tropéanicos, e acetogeninas
Alcaldides ligninas pirrolizidinicos,
isoquinoleicos e Cumarinas piperidinicos e

benzilisoquinoleicos

Figura 1. Esquema do metabolismo vegetal.

quinolizidinicos




Os metabdlitos secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e
o ambiente, sendo assim sua sintese ¢ afetada por condi¢cdes ambientais. Os principais
fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de metabdlitos nas plantas
sdo a sazonalidade, o ritmo circadiano, a temperatura, a disponibilidade hidrica, a
radiagdo ultravioleta e a poluicao atmosférica (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). A época em
que a planta ¢ coletada ¢ um dos fatores de maior importancia, visto que a quantidade e
as vezes até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo ¢ constante durante todo o
ano. As diferentes espécies de plantas estdo adaptadas a uma enorme variagdo na
intensidade e quantidade de incidéncia luminosa. Sendo assim, a intensidade de luz
solar ¢ um fator que também influencia a concentragdo e/ou composicao de classes de
metabolitos secundarios como terpenoides, glicosideos, cianogénicos e alcaloides
(Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas também sdo influenciados pela
intensidade e a quantidade da luz que a planta recebe durante o crescimento, o que
também ¢ essencial para a fotossintese (Anderson, 1986). Sabe-se que as plantas
necessitam de luz solar para sobreviver, mas nem sempre mais luz solar significa uma
maior facilidade para a sobrevivéncia, e que folhas cultivadas na sombra e expostas ao
sol diferem em suas caracteristicas (March e Clark, 2011). Quando a planta recebe luz
solar diretamente, as folhas sio menores e mais grossas, enquanto que as sombreadas
sdo maiores e mais finas. Devido as diferentes propor¢des de clorofilas a e b, as folhas
cultivadas ao sol e a sombra tém diferentes coloracdes; folhas expostas ao sol tém
coloragdo verde claro, enquanto folhas sombreadas contém mais clorofila b, que ¢ mais
escura melhorando a capacidade de capturar a luz do cloroplasto.

Os metabolitos secundarios extraidos de plantas tém uma grande importancia

para a fitoquimica e medicina, e possuem diversas aplicagdes industriais. Estes



metabolitos representam classes de diferentes compostos incluindo aminoacidos,
gorduras, carboidratos e acidos organicos. Este fato gera problemas na escolha do
protocolo de extragdo, uma vez que as condi¢des de extracdo diferem muito para os
diferentes tipos de compostos. Desta forma, a escolha dos solventes ¢ de suma
importancia, pois envolve um compromisso entre maximizar a eficiéncia das interacdes
entre as moléculas e garantir o maior ou menor niimero de metabolitos, dependendo do

caso em estudo (Dunn ¢ Ellis, 2005).

2. Familia Annonaceae

Espécies de plantas tém sido avaliadas cientificamente como possiveis
aplicagdes terapéuticas, ndo somente pela falta de politica de cuidados de satde, mas
também pela caréncia de metodologias adequadas e aceitas para avaliar amostras
complexas (Gong et al., 2003). No entanto, estudos fitoquimicos e farmacologicos com
a familia Annonaceae tém se intensificado cada vez mais devido a presenca das
acetogeninas (Figura 2), uma classe de compostos naturais (Santos e Sant’A, 2001) que
apresenta propriedades biologicas, citotoxicas, antitumoral, antiparasita, antimicrobiana
e agrotoxica (Yu et al., 1998; Galvis et al., 1999; Bermejo et al., 2005; Liaw et al.,
2005; Konno et al., 2008). O grande interesse nas acetogeninas ¢ pela sua propriedade
de inibir seletivamente o crescimento das células tumorais, pois afetam a producao de
ATP (adenosina trifosfato) nas mitocondrias (Yamamoto et al., 2011). As acetogeninas
apresentam uma conveniente classificacdo baseada no ntiimero e posicdo do anel
tetrahidrofurano (THF): nenhum THF, um THF, dois THF adjacente, dois THF nao

adjacentes e trés THF, e pelo tipo de terminagdo da cadeia, onde as mais comuns sdo:



lactona saturada, lactona insaturada e cetolactona (Arnason et al., 1995; Rupprecht et

al., 1990). A Figura 2 mostra a estrutura basica das acetogeninas.

Figura 2. Estrutura basica das acetogeninas.

2.1. Annona muricata

A Annona muricata L., mais conhecida como graviola, pertence a familia
Annonaceae ¢ ¢ uma espécie muito difundida em paises subtropicais e tropicais,
bastante encontrada na regido nordeste devido as condi¢des climaticas compativeis com
suas exigéncias nutricionais e fisiologicas (Castro et al., 1984; Pinto e Silva, 1994;
Gleye et al., 1999). A graviola apresenta propriedades diuréticas, anti-inflamatorias,
antireumatica, vitaminizante, entre outras; além de ser muito usada no tratamento de
doengas cardiacas, asma e de artrite (Junqueira et al., 1999) e, por isso, tem o interesse
da populacdo cientifica (Viegas e Frazdo, 2004). Porém, uma das maiores descobertas
sobre a graviola foi a sua capacidade de agir contra as células do cincer como mostrado
em testes de laboratorio na literatura (Yamamoto et al., 2011). Esta propriedade ¢é
consequéncia das acetogeninas presentes nas raizes, troncos e folhas da graviola (Pinto

et al., 2005).

2.2. Rollinia mucosa

Outra espécie pertencente a familia Annonaceae, que também apresentam
acetogeninas em seus extratos ¢ a Rollinia mucosa (Jacq.) Baill, que ¢ conhecida

popularmente como biriba, fruta do conde ou pinha (Silva, 2009). Biribazeiro ¢ uma



planta frutifera, nativa da Amazonica e que se desenvolve bem em diferentes habitats.
Com uma altura média de 8 m, seu fruto, quando maduro, ¢ de coloragdo amarela,
globoso, composto por diversas partes hexagonais, muito unidas, dando um aspecto
caracteristico, além de ter grande aceitacdo popular, sendo consumidos in natura. Sua
polpa ¢ de cor esbranquicada a creme, com muitas sementes de cor escura, além de

apresentar aroma agradavel (Souza et al., 2012).

3. Técnicas de Analise Metabolémica

Metabolomica é o termo usado para definir o conjunto de dados qualitativos e
quantitativos sobre todos os metabodlitos secunddrios de uma determinada matriz de
origem bioldgica (Funari et al., 2013). Na analise metabolomica, o objetivo ¢ analisar
tantos metabodlitos quanto possiveis, em uma unica analise (Weckwerth e Morgenthal,
2005). As técnicas metabolomicas sdo ferramentas eficazes para explicar e prever
fendtipos em sistemas bioldgicos. Nessa drea, os métodos quimiométricos sao
empregados para extrair informacdes de dados analiticos complexos. O mapeamento
completo da constituigdo metabolica de uma espécie exige o uso de técnicas analiticas
avangadas, pois o numero de compostos em um extrato de planta pode chegar a
milhares. Por isso, o acoplamento de uma técnica de separacdo de constituintes de uma
amostra com uma ou mais técnicas espectroscopicas que forneca informagdes sobre a
estrutura desses constituintes € usado para estabelecer o perfil metabolomico das
amostras (Funari et al., 2013). Dentre as técnicas instrumentais para obten¢do dos dados
analiticos, as mais utilizadas sdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia (Simirgiotis et
al., 2012), espectroscopia no infravermelho (Skotti et al., 2014), espectrometria de

massas (Jiménez et al., 2014), e ressonancia magnética nuclear (Baddini et al., 2014).



3.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢ a técnica de separagdo mais
utilizada em estudos metabolomicos por serem adequadamente compativeis com
qualquer tipo de analito. A CLAE ¢ uma técnica instrumental de facil manuseio, boa
resolugdo, reprodutibilidade e seletividade (Funari et al., 2013), além disso, pode ser
totalmente automatizada, facilitando a andlise, inclusive quando a quantidade de
amostras ¢ muito grande.

Os detectores espectrofotométricos na regido do ultravioleta com arranjo de
diodos (UV-DAD) destacam-se pela obtengdo de perfis metabdlicos de amostras
complexas e sdo os mais comumente acoplados a CLAE, pois apresentam alta
sensibilidade e boa linearidade (Funari et al., 2013). CLAE com detector UV-DAD ¢ a
técnica analitica hifenada mais popular baseada em cromatografia. O espectro UV de
cada pico cromatografico pode ser uma ferramenta util para a identificagdo dos
compostos da amostra (Moreira et al., 2014), uma vez que, ¢ possivel descobrir o perfil
espectroscopico do composto de interesse por meio de uma matriz 3D composta pelas
intensidades das absorvancias nos comprimentos de onda em cada tempo de retencdo do

cromatograma.

3.2. Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia estuda a intera¢do da radia¢do eletromagnética com a matéria,
sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos niveis de energia de dtomos ou
moléculas. No caso da espectroscopia no infravermelho, sdo medidas os momentos
vibracionais ou rotacionais das moléculas. Sendo assim, € uma técnica de inestimavel

importancia na andlise organica qualitativa, e amplamente utilizada nas areas de



quimica de produtos naturais, sintese e transformagdes organicas (Lopes e Fascio,
2004).

O espectro infravermelho de um composto quimico ¢ considerado uma de suas
propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto a espectroscopia na
regido do infravermelho tem extensa aplicagdo na identificagdo dos compostos. Outra
importante aplicacdo do infravermelho, mas ainda bem menos utilizada, ¢ a andlise
quantitativa de misturas de compostos. Como a intensidade de uma banda de absor¢ao ¢
proporcional a concentragdo do componente que causou esta banda, também ¢é possivel
determinar a quantidade de um composto presente em uma amostra.

As intensidades no infravermelho s3o importantes no fornecimento de
informagdes para uma variedade de objetivos, incluindo atribuicdes de bandas
(Dimitrova e Steele, 1991; Steele e Muller, 1992), geometria molecular (Krohn et al.,
1976) e determinagdes de concentragdo quando aliada a métodos quimiométricos
(Martens ¢ Naes, 1989). Quando a intensidade da banda de infravermelho ¢ associada
aos calculos tedricos da Teoria do Funcional da Densidade (DFT, do inglés, Density
Functional Theory) torna-se possivel prever estruturas moleculares de compostos
quimicos presentes em amostras complexas como em extratos de plantas. Nas tltimas
décadas, métodos baseados na DFT ganharam muita importancia para estudos de
estrutura molecular (Silva et al., 2012).

Os calculos de intensidades infravermelhas sdo bastante frequentes em pacotes
de quimica quantica, onde estas propriedades sdo obtidas através da DFT. Seguindo esta
metodologia, as intensidades infravermelhas das transi¢des fundamentais de moléculas
em fase gasosa podem ser calculadas com boa exatiddo (Gomes et al., 2008).

A DFT ¢ um método mecanico quantico, que consiste em determinar a energia e

as propriedades das moléculas pelo célculo da densidade eletronica em lugar da fungao



de onda, utilizado para investigar a estrutura eletronica de sistemas com muitos corpos,
como atomos, moléculas e fases condensadas. Com essa teoria, as propriedades de um
sistema com muitos elétrons podem ser determinadas pelo uso de funcionais, isto &,
funcdes de outra fungdo, que neste caso ¢ a densidade eletronica espacialmente
dependente (Duvoisin Jr. et al., 2011).

Na andlise metabolomica os dados de infravermelho sdo essenciais para obter
um bom resultado em relagdo a deteccao de uma substancia em um extrato vegetal. Essa
técnica ¢ utilizada com frequéncia proporcionando resultados satisfatérios na
identificagdo de acetogeninas em plantas da familia Annonaceae (Rupprecht et al.,
1990; Chen et al., 1996; Gu et al., 1997; Shi et al., 1997; Yu et al., 1998; Alali et al.,

1999; Jaramillo et al., 2000; Melot et al., 2009; Moghadamtousi et al., 2015).

3.3. Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas (EM) ¢é uma técnica de andlise que permite
determinar a distribuicdo das moléculas de uma sustancia em fungdo da sua massa. O
espectrometro de massas ¢ um equipamento que permite analisar com grande precisao a
composi¢do de diferentes elementos quimicos, separando os nucleos atomicos em
fungdo da relag@o carga-massa (z/m).

E uma das técnicas mais usada na identificagio de compostos isolados a partir de
produtos naturais € quando acoplada como detector em técnicas cromatograficas se
torna ainda mais eficiente para a obtencdo de perfis metabdlicos de matrizes vegetais
(Afonso et al., 2015a). A espectrometria de massas ¢ a técnica que fornece, atualmente,
a melhor relacdo custo-beneficio, por ser extremamente sensivel, utilizar quantidades

minimas de amostra € menor tempo de andlise, proporcionando um arsenal de
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informagdes valiosas quanto a estrutura dos metabolitos de interesse (Funari et al.,
2013).

A técnica de EM ndo ¢ apenas altamente sensivel e especifica, mas também
reprodutivel e robusta. Assim, a EM pode proporcionar analises rapidas e precisas de
compostos alvo em concentragdes muito baixas, como ¢ comum em extratos de plantas
(Guetal., 1999).

Diversos trabalhos tem mostrado a importincia da EM na identificacdo e
quantificacdo de acetogeninas em plantas da familia Annonaceae (Rupprecht et al.,
1990; Wu et al., 1995; Gu et al., 1997; Yu et al., 1998; Liaw et al., 1999; Jaramillo et
al., 2000; Kuo et al., 2001; Melot et al., 2009; Sun et al., 2014). Por exemplo, de acordo
com Gu et al., 1999, as analises por EM indicaram que os niveis de acetogeninas
bioativas nos extratos de uma espécie da familia Annonaceae sdo otimizados quando os
galhos sdo coletados no final da primavera e inicio do verdo, mostrando a importancia
da época da coleta do material vegetal e dos dados obtidos a partir de andlises por

espectrometria de massas.

3.4. Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear (RMN) tem um papel essencial na analise
metabolomica por ser uma das técnicas mais usada na deteccdo e identificagdo de
metabolitos secundarios em amostras vegetais. Seu uso pode ser feito a partir da
hifenagdo com a cromatografia liquida para determinagdo de constituintes majoritarios
ou pela analise de fracdes do extrato de produtos naturais quando os compostos estao
disponiveis em pequenas quantidades. Juntamente com a espectrometria de massas, a
RMN também ¢ considerada uma técnica espectroscopica sensivel. Por esse motivo ¢

possivel a deteccdo de compostos conhecidos por meio da obtencdo de espectros de
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RMN de moléculas individuais em misturas sem que haja necessidade de uma
separagao prévia (Funari et al., 2013).

O uso do RMN na metabolomica vem crescendo exponencialmente devido a sua
robustez e alta sensibilidade na quantificacdo de compostos quimicos (Rupprecht et al.,
1990; Chen et al., 1996; Shi et al., 1997; Alali et al., 1999; Wang et al., 2000; Fujioka
et al., 2012; Ragasa et al., 2012; Ragasa et al., 2014). No entanto, a sobreposi¢ao dos
sinais em espectros de alta complexidade, como a matriz vegetal, ¢ um desafio. Sendo
assim, a utiliza¢do de experimentos bidimensionais, como o mapa de contorno HMQC,

¢ uma alternativa interessante para vencer esse obstaculo (Nascimento et al., 2003).

4. Quimiometria

A quimiometria pode ser definida como uma area da quimica que emprega
métodos matematicos e estatisticos para planejar ou selecionar procedimentos
experimentais de forma otimizada, e fornecer o maximo de informacdo quimica
relevante com a analise de dados obtidos (Hopke, 2003). A quimiometria ganhou
popularidade quando a analise multivariada foi introduzida no tratamento de dados
quimicos (Sena et al., 2000). A analise multivariada refere-se a todas as técnicas
estatisticas que analisam simultaneamente medidas multiplas de individuos ou objetos
sob investigacdo. Assim, qualquer andlise simultdnea com mais de duas varidveis,
podem ser consideradas, a principio, como multivariada (Hair Jr. et al., 2009). Técnicas
estatisticas sao utilizadas para desenvolver metodologias multivariadas e extrair
informacodes de dados espectroscopicos e cromatograficos com o objetivo de identificar
as espécies presentes e determinar quantitativamente as concentragdes de algumas ou de

todas elas (Scarminio et al., 1998).
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A geracdo de muitos dados coletados a partir do uso de técnicas analiticas
modernas em estudos metabolomico, exige a associagdo de métodos quimiométricos
para a analise dos dados. Para estudos taxondmicos ou para correlacionar um perfil
metabdlico a uma determinada atividade biologica, a aplicagdo de métodos
quimiométricos de andlise multivariada é recomendada, uma vez que permitem a
classificagdo por meio da andlise de componentes principais (ACP), andlise hierarquica
de agrupamentos (AHA), regressdo por minimos quadrados parciais (PLS), entre outros

(Funari et al., 2013).

4.1. Planejamento experimental

Os planejamentos experimentais de misturas sao fortes aliados no estudo das
condi¢des de extragdes de compostos de plantas, uma vez que misturas de solventes
com propriedades quimicas diferentes muda o comportamento da interagdo soluto-
solvente no processo extrativo (Borges et al., 2007; Delaroza e Scarminio, 2008; Garcia
et al., 2009; Soares et al., 2009; Souza et al., 2009; Garcia et al., 2010; Risso et al.,
2010; Lonni et al., 2012; Moreira e Scarminio, 2013; Delaroza et al., 2014; Justo et al.,
2014; Moreira et al., 2014; Afonso et al., 2015b; Pauli et al., 2016). O planejamento
estatistico de misturas para o desenvolvimento de perfis de impressdes digitais dos
metabolitos extraidos de plantas faz-se importante, haja vista as condi¢des de extracao
muito diferentes para os diferentes tipos de compostos. (Dunn e Ellis, 2005).

As propriedades de uma mistura sdo determinadas pelas proporcdes de seus
componentes € ndo por valores absolutos, por esse motivo, o planejamento experimental
de misturas restringe que a somatéria dos componentes da mistura deve ser sempre
100% (Barros Neto et al., 2010). Desta forma, para uma mistura qualquer de Q

componentes, podemos €ScCrever:
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q

Xi=1=100% (1)
I=1

onde os subindices | e ( representam os componentes da mistura e X; representa a

propor¢ao do i-ésimo componente.

Modelos de misturas tem se mostrado ferramentas uteis para descrever o
comportamento de misturas de solventes para extracdo de compostos de plantas (Garcia
et al.,, 2010). O material extraido depende das propor¢des dos solventes no meio
extrator ¢ pode ser entendido aplicando modelos linear, quadratico e cubico especial
para misturas (Barros Neto et al., 2010). O modelo cubico completo para uma mistura

de q componentes ¢ dado pela Equagao 2:

.9 q q g 949
y= 2 biXi + X Zbinin + X X ZbiijinXk 2)
i=1 i<jj i<jj<kk

onde os subindices i, j, kK e g sdo os componentes da mistura, X ¢ a propor¢do dos
componentes da mistura, b é o efeito de interagio das misturas e § é o rendimento

previsto para os pontos do planejamento estatistico.

A primeira parte da equacdo contém termos lineares para todos os componentes
da mistura e descreve os efeitos dos componentes puros na mistura. A segunda parte
descreve as interagdes das misturas bindrias no processo de extracdo. A ultima parte
contém os termos que serdo importantes nas interacdes entre as misturas ternarias de

solventes no processo de extracao.
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4.2. Analise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais (ACP) é uma abordagem estatistica que
pode ser usada para analisar inter-relagdes entre um grande nimero de varidveis e
explicar essas variaveis em termos de suas dimensoes inerentes comuns (Hair Jr. et al.,
2009).

O objetivo € projetar os dados multivariados em um espaco de dimensao menor
reduzindo assim a dimensionalidade do espago original do conjunto dos dados, sem que
as relagdes entre as amostras sejam afetadas. Consequentemente, as informagoes
relevantes sdo separadas e ampliadas, tornando-se mais evidentes a inspe¢do visual.
Utilizando a ACP ¢ possivel descobrir, visualizar e interpretar as diferencgas existentes
entre as variaveis e examinar as relagcdes que podem existir entre as amostras (Ferreira,
2015). Pelo fato de fornecer uma estimativa empirica da estrutura das varidveis
consideradas, a ACP se torna uma base objetiva para criar escalas multiplas (Hair Jr. et
al., 2009).

A ACP transforma a matriz de dados originais Xnyp, formada por n objetos e p

variaveis, no produto de duas matrizes menores, como mostra a Equacao 3.

Xnxp = Tnxg % Pthp + Enxp ©)
onde, T ¢ a matriz dos escores, P ¢ a matriz dos pesos, € ¢ a matriz dos residuos. O
sobrescrito t indica a transposta da matriz e € um escalar que indica o nimero de
componentes principais que descreve a maior parte da variancia dos dados. Como (
normalmente ¢ menor do que p ou N, uma matriz maior € transformada em duas

matrizes menores tomando a analise da matriz mais simples como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Esquema da decomposi¢do da matriz X no produto de duas matrizes.

A ACP pode ser realizada utilizando-se dois tipos de métodos, o método do tipo-
R, que se refere ao estudo da relacdo entre as variaveis e o método do tipo-Q, que se
refere ao estudo da relagdo entre as amostras (Manly, 2008).

Apos os calculos, os resultados sdo utilizados para interpretar a distribuigdo das
amostras num grafico bidimensional das componentes principais e posteriormente
identificar e julgar a importancia das variaveis originais escolhidas, pois as varidveis
originais com maiores valores de loadings na combinagdo linear das componentes

principais sdo as mais importantes no ponto de vista estatistico (Manly, 2008).

4.3. Resolugdo Multivariada de Curvas

A Resolugdo Multivariada de Curvas (MCR, do inglés Multivariate Curve
Resolution) refere-se a um grupo de métodos que ajudam a localizar os perfis de
respostas puras dos constituintes de uma mistura ndo resolvida quando nenhuma
informagdo prévia esta disponivel sobre a natureza e a composi¢ao destas misturas. Os
dois requisitos necessarios para aplicar o MCR a um sistema multi-componente sdo, em
primeiro lugar, que os dados experimentais podem ser estruturados como uma matriz de
dados de duas dimensdes; e em segundo lugar, que este conjunto de dados pode ser

explicado por um modelo linear com um nimero limitado de componentes (Afonso et

al., 2015b).
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O modelo linear do MCR ¢ analogo a lei generalizada de Lambert-Beer, onde as
respostas individuais de cada componente sdo aditivas. Em forma de matriz, este

modelo ¢ expresso pela Equacao 4.

.
Daxk = Caxn % S nxk + Eaxk @

onde D ¢ a matriz dos dados experimentais, C ¢ a matriz cujas colunas contém os perfis
~ T .

de concentracdo dos N componentes presentes nas amostras, S' ¢ a matriz transposta

que contém os sinais dos espectros puros dos componentes ¢ E ¢ a matriz dos erros da

variancia nao explicada pelo modelo bilinear (Afonso et al., 2015b).

O método de Resolugdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados
Alternantes (MCR-ALS, do inglés Multivariate Curve Resolution with Alternating
Least-Squares) ¢ um tipo de MCR no qual a resolucdo iterativa da Equacdo 4 ¢
realizada por ALS. O calculo realizado pelo MCR-ALS utiliza minimos quadrados
alternantes (ALS) para buscar o resultado que apresenta o melhor ajuste. Esse processo,
chamado de otimiza¢do, permite recuperar perfis de concentragdes individuais e sinais
(espectros) de espécies que melhor explicam a variancia dos dados observados (Marco
etal., 2014).

As diversas formas de aplicacdo dos métodos de resolugdo de curvas mostram
que a ambiguidade, inerente a decomposi¢do na andlise de fatores de uma matriz de
dados bilineares, pode ser parcialmente superada pelo uso de restrigoes (Margo et al.,
2014). As mais usadas sdo a nao negatividade para concentracdo (C) e sinal (S) e uni-
modalidade, apenas para a concentragao (C).

A nao negatividade restringe que nenhum sinal analitico seja negativo, isto €, um

cromatograma ou um espectro tenha sempre a linha de base ajustada. E a uni-
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modalidade restringe que nao ocorram desvios nos sinais analiticos, por exemplo, de um
cromatograma ou espectro (Afonso et al., 2015b). A ideia geral ¢ encontrar os limites
dos perfis que fornecem as contribui¢des maximas e minimas dos componentes do sinal
global medido, porém quando as corre¢des por restricdes sao muito abruptas, podem
aparecer diferencas no processo de otimizacdo e o efeito da restricdo pode ndo ser tdo
positivo quanto se espera (Margo et al., 2014).

O MCR-ALS ¢ um método quimiométrico bastante versatil, podendo ser
aplicado em diferentes tipos de dados analiticos, por exemplo: fluorescéncia em
diferentes comprimentos de onda de excitagdo ¢ emissdo (Alcaraz et al., 2015),
cromatografia liquida com deteccdo fluorimétrica (Culzoni et al., 2012), cromatografia
liquida com detector UV-DAD (Pisano et al., 2014), cromatografia liquida com

deteccdo por espectrometria de massas (Pauli et al., 2016), entre outros.

4.4. Regressdo por Minimos Quadrados Parciais

A regressdao por minimos quadrados parciais (PLS) ¢ o método de regressao
mais popular na quimiometria e baseia-se em aproximar o espaco das medidas originais
por um de dimensao reduzida, sendo que, uma restricao ¢ imposta na decomposi¢ao da
matriz X direcionando-a para uma solucdo cujo alvo ¢ a propriedade de interesse
(Ferreira, 2015).

Quando aplicado no seu modo discriminante, este ¢ baseado na analise
supervisionada que tem como alvo a constru¢do de modelos de classificacao. Na andlise
supervisionada, seleciona-se uma série de amostras representativas de cada classe e para
as quais as medidas experimentais sdo coletadas e o padrdo de cada uma delas ¢
definido. Este conjunto de amostras cuja propriedade de interesse ¢ conhecida constitui

o conjunto de treinamento, e entdo, utilizando as informacdes deste conjunto de
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treinamento, ¢ possivel construir um modelo empirico ou uma regra de classificagdo
(Ferreira, 2015).

No desdobramento da regressdo por minimos quadrados parciais (UPLS) os
dados originais sdo desdobrados em vetores antes da aplicagdo do PLS. Neste caso, a
informacao sobre concentragdo ¢ utilizada no momento da calibra¢do, sem a inclusdo
dos dados da amostra desconhecida. A matriz de dados de calibragdo I, ¢
primeiramente vetorizadas em um vetor JK x 1, e entdo um modelo PLS ¢ construindo
usando esses dados em conjunto com o vetor de calibragdo da concentragdo y (tamanho
lcat x 1). Isto proporciona um conjunto de loadings P e peso dos loadings W (ambos de
tamanho JK x A, onde A é o nimero de fatores latentes), ¢ os coeficientes de regressao
Vv (tamanho A x 1) (Afonso et al., 2015b).

Na analise classica do UPLS, os valores de Yy sdo as concentragdes dos analitos
ou caracteristicas da amostra. Quando a classificagcdo é o objetivo da modelagem por
UPLS, os valores de y sdo codificados de forma a refletir as diferentes categorias de
amostras. Isto pode ser feito usando valores digitais, tais como 0 e 1, ou 1, 2, 3, 4, etc.
Desta maneira, o modelo ¢ chamado de D-UPLS para a analise do UPLS no modo

discriminante (Afonso et al., 2015b).

OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo utilizar ferramentas quimiométricas na analise
exploratoria de processos de separacdo de metabolitos secundarios em folhas de duas
espécies da familia Annonaceae: Annona muricata e Rollinia mucosa, em diferentes

estacdes climaticas e niveis de radiagdo solar.
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Os objetivos especificos serdo abordados nos Capitulo II, III, IV e V
apresentados na forma de artigos.

O Capitulo II apresenta um manuscrito de titulo: “Planejamento estatistico de
mistura de solventes como ferramenta no processo de extracao de metabolitos extraidos
de folhas de Annona muricata”. O objetivo deste trabalho foi utilizar planejamento
estatistico de misturas e andlise de componentes principais para avaliar o efeito do
solvente e suas propriedades solvatocromicas na impressao digital metabolomica de
folhas de Annona muricata coletadas em diferentes niveis de radiag¢ao solar ¢ esta¢des
climaticas.

No Capitulo III o artigo em discussdo ¢ intitulado como “Evidéncia da ligacao
de hidrogénio nas estruturas moleculares das acetogeninas através de espectros de
infravermelho e célculos da teoria do funcional de densidade . Este trabalho tem como
objetivo utilizar planejamento estatistico de misturas para extragdo de folhas de Annona
muricata colhidas de areas sombreadas e¢ diretamente expostas a luz solar em todas as
estacdes do ano para obtencdo da impressdo digital metabolica dos espectros de
infravermelho interprestados com a ajuda de calculos de funcional de densidade para
auxiliar a correta atribui¢cdo das bandas e para obter estimativas das intensidades.

O Capitulo IV apresenta um manuscrito de titulo: “Determinacdo da influéncia
das condicdes sazonais e luminosidade solar na composi¢cdo dos metabdlitos de folhas
de Rollinia mucosa por técnicas espectroscopicas e cromatogrdficas”. O objetivo deste
estudo foi usar dados cromatograficos e espectroscopicos para analisar a variagdo da
composic¢do dos metabolitos de folhas de Rollinia mucosa cultivadas na sombra e ao sol
e coletadas nas quatro estagdes climaticas por meio de impressao digital metabolica.

No Capitulo V ¢ apresentada a versao em portugués do artigo publicado com o

titulo original “Discrimination of Annona muricata and Rollinia mucosa extracts by
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using multivariate curve resolution and partial least-squares regression of liquid
chromatography - diode array data” em 2015 no Journal of the Brazilian Chemical
Society, Vol. 26, No. 11, 2241-2248. Neste trabalho os objetivos foram a resolugdo
quimiométrica de perfis das acetogeninas nos modos representados por tempo de
eluicdo e perfis espectrais e a utilizagdo destas informacdes na discriminagdo de
amostras de acordo com a classificacdo taxondmica, exposi¢do ao sol ou época de

colheita.
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Planejamento estatistico de mistura de
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Resumo

Planejamento estatistico de misturas de cinco solventes: etanol, acetato de etila,
diclorometano, acetona e cloroférmio e analise de componentes principais foram usados
para avaliar o efeito do solvente e suas propriedades solvatocrémicas na impressao
digital metabolomica da Annona muricata. Os extratos de plantas preparados de acordo
com o planejamento experimental de misturas de folhas coletadas nas diferentes
estagdes climaticas (primavera, verdo, outono ¢ inverno) e condi¢des de luminosidade
solar foram analisados por espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis), espectroscopia no infravermelho (IV) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Nestes dados foram aplicados
métodos quimiométricos como analise de componentes principais (ACP). Os resultados
mostraram que o rendimento do extrato aumenta com a adi¢ao de etanol na composigao
do solvente extrator e indica que no decorrer das estacdes, hd uma variagdo no teor total
de metabolitos extraidos, tanto das folhas expostas ao sol quanto das autossombreadas.
A associagdo de ferramentas quimiométricas aos dados espectroscopicos na regido do
UV-Vis, IV e de CLAE-DAD auxiliaram na escolha do solvente extrator diante da
diversidade de classes de metabdlitos que podem ser extraidas e no estudo das variagdes

do meio ambiente em que a planta ¢ cultivada.

Palavras-chave: Annona muricata, extra¢do, planejamento estatistico de misturas,

impressao digital.
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INTRODUCAO

O estudo da composi¢do quimica de material vegetal depende da escolha
adequada dos métodos de extragdo, uma vez que interfere diretamente no resultado final
da analise. O desenvolvimento de métodos extrativos envolvem técnicas de extragao
convencionais € ndo convencionais. Juntamente com os métodos convencionais ja
estabelecidos na literatura, diversos novos métodos tém sido usados, mas nenhum
método € considerado padrdo para extracdo. A eficiéncia dos métodos de extragcdo
convencionais € ndo convencionais na sua maioria depende de pardmetros inerentes a
extragdo, conhecimento da matriz vegetal e quimica dos compostos bioativos (Azmir et
al., 2013).

Os métodos convencionais baseiam-se no poder extrativo do solvente e na
técnica utilizada, como: maceracdo, percolacao e turbo-extragdo. A partir destas ¢
possivel derivar outras técnicas com a aplicagdo de calor e/ou agitagdo, sendo elas:
extracdo por Soxhlet, hidrodestilagdo, digestdo, entre outras (Azmir et al., 2013). Os
métodos ndo convencionais sdo utilizados para superar as limitagdes dos métodos
convencionais de extracdo sendo as mais utilizadas o ultrassom (Zhou et al., 2015),
micro-ondas (Liazid et al., 2011), fluido supercritico (Daneshvand et al., 2012), liquido
pressurizado (Foan e Simon, 2012), entre outros. Essas técnicas reduzem o tempo
operacional e melhoram o rendimento no processo extrativo.

Os trabalhos envolvendo processos extrativos € metodologias para melhorar a
condi¢do experimental envolvem em sua grande maioria planejamentos fatoriais com o
proposito de aumentar o rendimento dos extratos vegetais ou otimizar as condi¢des para
extracdo de uma classe especifica de compostos (Bogusz Jr. et al., 2011; Liazid et al.,

2011; Michel et al., 2011; Paiva et al., 2012). Os planejamentos fatoriais com a
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metodologia de superficie de resposta tém sido aplicados extensivamente em
desenvolvimento de processos extrativos em material vegetal (Santos et al., 2008).

Esses métodos multivariados podem ser aplicados em diferentes métodos de
extracdo, principalmente nas técnicas ndo convencionais envolvendo diferentes fatores
experimentais, como agitagdo, volume do meio extrator (Liazid et al., 2011), nimero de
ciclos, poténcia (Michel et al., 2011), temperatura (Bogusz Jr. et al., 2011), tempo
(Paiva et al., 2012), entre outros.

O processo extrativo depende de interagcdes moleculares entre a fase extratora
(solvente) e os constituintes quimicos do soluto. Diferentes interagdes regem os perfis
metabolomicos, sendo as ligagdes de hidrogénio, forcas de Van der Waals, interagdes
dipolo-dipolo, transferéncia de cargas e propriedades acido-base, as principais. Em
matrizes complexas, tais interacdes sdo de dificil controle diante da diversidade de
compostos quimicos e teores quantitativos, o que impede estabelecer pardmetros inicos
e globais em extracdes de material vegetal. Sendo assim, ndo ha como prever a
impressdo digital metabolomica estabelecida para determinado material, sem antes
estabelecer as relagdes de interagdes oriundas do solvente com o material (Soares et al.,
2011).

A extracdo muito se assemelha a técnicas cromatograficas no que diz respeito as
interacdes entre soluto e solvente, sendo que, na cromatografia ja existem alguns fatores
experimentais bem estabelecidos que podem auxiliar a extragdo/separagdo. Os
parametros de Snyder que englobam acidicidade, basicidade e dipolaridade dos
solventes sao um exemplo pertinente e fundamentado (Snyder et al., 1993).

Solventes com valores baixos de acidicidade sdo fortes receptores de protons ou
fortes doadores de elétrons, isto €, bases de Lewis e interagem preferencialmente com

compostos que possuem carater acido, ou seja, fortes doadores de protons, como acidos
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carboxilicos, alcoois, fendis, entre outros. Ja os solventes com baixa basicidade tem
preferéncia por compostos nitrogenados, principalmente aminas, e os solventes com alto
valor de dipolaridade extraem preferencialmente compostos que contém moléculas com
grupo funcional polar tais como éteres, ésteres, sulfetos, sulfoxidos, tiois, hidroxilas,
halogénios, aldeidos, cetonas, compostos com ligacdo nitro (-NO,) e nitrila (-CN).
Como forma de conhecer a interagdo do material com a variagdo dos pardmetros de
Snyder tem-se os planejamentos estatisticos de misturas. O uso de um planejamento
assegura a confiabilidade do estudo experimental, uma vez que os experimentos sdo
realizados de forma ordenada. O planejamento experimental de misturas restringe que a
somatoria dos componentes da mistura deve ser sempre 100% (Barros Neto et al.,
2010).

Para obtencdo do metaboloma de uma planta, muitas vezes sdo empregados
solventes em sua forma pura. No entanto, conforme ja demostrado por nosso grupo de
pesquisa, a utilizagdo de planejamentos estatisticos de misturas de solventes ¢ um forte
aliado para este procedimento (Delaroza e Scarminio, 2008; Garcia et al., 2009; Soares
et al., 2009; Garcia et al., 2010). A escolha do solvente extrator deve ser referida em
conjunto com a matriz vegetal, como forma de analisar a interagdo dos compostos na
extracdo, viabilizando a otimizagdo do processo através do maximo rendimento
(Delaroza et al., 2014, Moreira e Scarminio, 2013), do maior nimero de metabolitos
extraidos (Souza et al., 2009), da variedade de classes (Justo et al., 2014), do estudo
fitoquimico (Lonni et al., 2012), de biomarcadores (Pauli et al., 2016) e metabdlitos
alvo (Moreira et al., 2014). As combinagdes de solventes podem variar as interagdes
solvatocromicas e a polaridade do meio extrator, o que influencia na classe de
compostos extraidos do metaboloma (Kamlet et al., 1979; Buncel e Rajagop, 1989;

Buncel e Rajagop, 1990; Snyder et al., 1993). Este metaboloma representa o grupo de
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todos os metabolitos presentes em seu tecido celular, sendo este conjunto de substancias
quimicas propiciador de uma visdo geral das condi¢cdes da planta. Os metabolitos
presentes na matriz vegetal apresentam variagdo de sua quantidade e/ou variedade,
assim como pode haver variagdes dentro de uma mesma espécie ocasionada por
diversos fatores, tais como sazonalidade (Salminem et al., 2004) ¢ radiacdo solar
incidente na planta (Gobbo-Neto e Lopes, 2007).

A metabolomica aplicada a materiais vegetais surge para propor metodologias
analiticas para identificagdo e/ou quantificagdo dos metabodlitos, em que se objetiva
conseguir o maximo de informag¢do quimica do material de interesse em uma tUnica
analise. As técnicas comumente utilizadas para esse fim s3o: espectroscopia no
infravermelho (IV), espectrofotometria ultravioleta-visivel (UV-Vis), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia de massas (EM) e ressonancia
magnética nuclear (RMN 1D e 2D) (Soares ¢ Scarminio, 2008; Funari et al., 2013;
Funari et al., 2014).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar planejamento estatistico de
misturas e analise de componentes principais para avaliar o efeito do solvente e suas
propriedades solvatocromicas na impressao digital metabolomica de folhas de Annona

muricata coletadas em diferentes niveis de radiagao solar e estagdes climaticas.

EXPERIMENTAL

Material Vegetal
A espécie estudada neste trabalho foi Annona muricata pertencente a familia
Annonaceae. As folhas autossombreadas e expostas ao sol foram coletadas durante as

quatro estagdes climaticas (de abril de 2011 a janeiro de 2012) no campus da
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Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, Brasil. As exsicatas das amostras
de Annona muricata autossombreada (FUEL n°® 49.284) ¢ expostas ao sol (FUEL n°
49.285) foram depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Londrina. A
secagem das folhas foi feita a 25 °C por nove dias e as amostras foram estocadas em

local com temperatura controlada.

Reagentes

Todos os solventes utilizados na extracdo foram de grau analitico: etanol, acetato
de etila, diclorometano, acetona e cloroférmio adquiridos por FMaia. Para a fase mével
das andlises cromatograficas foram utilizados metanol e acetonitrila (LiChrosolv), grau

cromatografico e agua ultrapura com sistema de purificacdo Millipore Plus Milli-Q.

Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados usando uma mistura de cinco componentes: etanol
(e), acetato de etila (a), diclorometano (d), acetona (A) e cloroférmio (c), e as suas
proporcdes variam de acordo com um planejamento experimental centroide simplex
(Figura 1) (Barros Neto et al., 2010). A propor¢do de cada solvente usado na extragdo
esta especificada na Tabela 1. Foram preparados 31 diferentes extratos com o ponto
central realizado em triplicata. Cada extrato foi preparado pesando 2,0 g de folhas secas
e adicionado 15,0 mL de solvente extrator, de acordo com a Tabela 1. Estas misturas
foram deixadas em banho de ultrassom (Unique Ultracleaner) por 60 minutos. Os
extratos foram filtrados com papel de filtro para separar a solucdo das folhas. A
maceracao em banho de ultrassom realizada mais 14 vezes e o volume total de solvente

extrator adicionado as folhas foi 225,0 mL. O solvente foi evaporado em evaporador
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rotatdrio (Fisaton 801) removendo todo o solvente que estivesse presente na amostra até

atingir peso constante (Souza et al., 2009; Afonso et al., 2015b).

Tabela 1. Proporgao dos solventes ¢ suas misturas usadas na extragdo, de acordo com o

planejamento experimental centroide simplex.

Solvente Extrator

Amostras etanol acetato de etila diclorometano acetona cloroformio
1 etanol (e) 1 0 0 0 0
2 acetato de etila (a) 0 1 0 0 0
3 diclorometano (d) 0 0 1 0 0
4 acetona (A) 0 0 0 1 0
5 cloroférmio (c) 0 0 0 0 1
6 e:a 1/2 1/2 0 0 0
7 e.d 1/2 0 1/2 0 0
8 c:A 1/2 0 0 1/2 0
9 e:c 1/2 0 0 0 1/2
10 a:d 0 1/2 1/2 0 0
11 a:A 0 1/2 0 1/2 0
12 a:.c 0 1/2 0 0 1/2
13 d:A 0 0 1/2 1/2 0
14 A:c 0 0 0 1/2 1/2
15 d:c 0 0 1/2 0 1/2
16 e:a:d 1/3 1/3 1/3 0 0
17 e:A:c 1/3 0 0 1/3 1/3
18 e:a:c 1/3 1/3 0 0 1/3
19 e:d:c 1/3 0 1/3 0 1/3
20 e:a:A 1/3 1/3 0 1/3 0
21 d:A:c 0 0 1/3 1/3 1/3
22 a:A:c 0 1/3 0 1/3 1/3
23 a:d:c 0 1/3 1/3 0 1/3
24 a:d:A 0 1/3 1/3 1/3 0
25 e:d:A 1/3 0 1/3 1/3 0
26 e:a:d:A 1/4 1/4 1/4 1/4 0
27 a:d:A:c 0 1/4 1/4 1/4 1/4
28 e:d:A:c 1/4 0 1/4 1/4 1/4
29 e:a:A:c 1/4 1/4 0 1/4 1/4
30 e:a:d:c 1/4 1/4 1/4 0 1/4
31 e:a:d:A:c 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
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Acetato
+ de etila
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: @

4
Acetona Diclorometano

Figura 1. Planejamento centroide simplex de misturas para os solventes: etanol, acetato

de etila, diclorometano, acetona e cloroféormio, detalhados na Tabela 1.

A porcentagem de rendimento dos extratos foi calculada pela Equacao 1.

P
%R =— %100 1)

Prol

onde, %R ¢ a porcentagem de rendimento, Pey € 0 peso em gramas do extrato e Ps € 0o

peso em gramas de folhas usadas na extragao.

Escolha do solvente

A escolha do solvente foi baseada no tridngulo de seletividade (Snyder et al.,
1993) em que os solventes sdo agrupados, segundo o tipo de interagdo em que
participam e ndo apenas o valor da polaridade total. A Tabela 2 apresenta os valores de
a (acidicidade), B (basicidade) e m (dipolaridade) normalizados, bem como o valor do
indice de polaridade (P) dos solventes puros e das misturas do planejamento

experimental.
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Esses valores foram calculados pelas equagdes:

n

a=2aiQ; ©)
1=1
n

ﬂ:.Zlﬂi(Pi 3)
i
n

m=2T0; 4)
1=1
n

P=7%Pio; ()

1=1

em que, n € o nimero de solventes, «;,f;,n;e P;sdo os valores dos solventes puros e

¢;sd0 as propor¢des das misturas.

A Figura 2 apresenta o tridngulo de seletividade dos solventes para os
componentes puros e misturas da Tabela 2. Os pardmetros solvatocromicos, o, B €  s@o
medidas relativas da forga e tipo de interagdo molecular do soluto com os solventes.

A vantagem de usar os valores desses parametros ¢ o agrupamento dos
solventes, conforme o tipo de interacdo com os compostos de interesse. Solventes
quimicamente semelhantes possuem parametros de seletividade similares e fazem parte
do mesmo grupo, embora possam apresentar diferentes valores de polaridades.

Apesar dos pardmetros solvatocrOmicos terem sido feitos para uso na
cromatografia, também podem ser calculados para solventes usados na extragdo ou
qualquer outra andlise, uma vez que foram medidos experimentalmente por

espectroscopia (Snyder et al., 1993).



Tabela 2. Classifica¢ao dos solventes de acordo com a seletividade normalizada.

Planejamento Solventes o T B P

1 etanol (e) 0,39 0,25 0,36 4,30
2 acetato de etila (a) 0,00 0,55 0,45 4,40
3 diclorometano (d) 0,27 0,73 0,00 3,10
4 acetona (A) 0,06 0,56 0,38 5,10
5 cloroférmio (¢) 0,43 0,57 0,00 4,10
6 e:a 0,19 0,4 0,41 4,35
7 e:d 0,33 0,49 0,18 3,70
8 e:A 0,23 0,40 0,37 4,70
9 e:c 0,41 0,41 0,18 4,20
10 a:d 0,14 0,64 0,22 3,75
11 a:A 0,03 0,56 0,41 4,75
12 a:c 0,21 0,56 0,23 4,25
13 d:A 0,16 0,65 0,19 4,10
14 A:c 0,24 0,57 0,19 4,60
15 d:c 0,35 0,65 0,00 3,60
16 e:a:d 0,22 0,51 0,27 3,90
17 e:A:c 0,29 0,46 0,25 4,50
18 e:a:c 0,27 0,46 0,27 4,30
19 e:d:c 0,36 0,52 0,12 3,80
20 c:a:A 0,15 0,45 0,40 4,60
21 d:A:c 0,25 0,62 0,13 4,10
22 a:A:c 0,16 0,56 0,28 4,50
23 a:d:c 0,23 0,62 0,15 3,87
24 a:d:A 0,11 0,62 0,27 4,20
25 e:d:A 0,24 0,51 0,25 4,17
26 c:a:d:A 0,18 0,52 0,30 4,22
27 a:d:A:c 0,19 0,60 0,21 4,17
28 e:d:A:c 0,29 0,53 0,18 4,15
29 e:atA:c 0,22 0,48 0,30 4.48
30 e:a:d:c 0,27 0,53 0,20 3,98
31 e:a:d:A:c 0,23 0,53 0,24 4,20

37
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1.00 A A 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

o T

Figura 2. Triangulo de seletividade baseado nos dados solvatocromicos da Tabela 2.

O etanol estd localizado no centro do tridngulo, visto que apresenta valores
similares para os trés parametros, ou seja, ¢ um solvente tanto doador quanto receptor de
protons, assim como pode realizar interagdes dipolo-dipolo. Acetato de etila, acetona e a
mistura bindria destes solventes apresentam carater bdsico e dipolar, isto ¢, valores
proximos para 7 € 3, com a proximo de zero. O diclorometano e o cloroférmio possuem
altos valores de m e valores de P igual a 0, por isso estdo localizados sobre o eixo
acidicidade-dipolaridade, apresentando um carater altamente dipolar.

A maior parte das misturas esta localizada préxima ao eixo m e . Isso ocorre
porque o acetato de etila e a acetona apresentam valores de o = 0 e o diclorometano e o
cloroféormio B = 0. Em compensacdo, estes solventes apresentam altos valores de T,
fazendo com que as misturas que contém estes solventes apresentem principalmente
interacdo dipolar e, no processo de extracdo, estas misturas extraem preferencialmente

compostos com interag¢do dipolo.
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Analise espectroscopica na regiao do UV-Vis

As amostras foram preparadas pesando 3,0 mg do extrato seco, solubilizados em
1,5 mL do solvente extrator e diluidos na propor¢do de 1:10. Os espectros foram
registrados na regido de 200 a 800 nm em um espectrofotometro Thermo Scientific

Evolution 60.

Anélise espectroscépica na regido do infravermelho
Os espectros foram registrados em % de transmitancia com resolugdo de 4,0
cm™ na regido de 4000-650 cm™ em espectrometro infravermelho Thermo Scientific

FT-IR Nicolet iS10.

Anélise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

As amostras foram preparadas pesando-se 3,0 mg do extrato concentrado,
redissolvendo em 1,00 mL de metanol seguido de dilui¢do na fase mével (1:500). Os
extratos diluidos foram filtrados em filtro de 0,20 um CHROMAFIL® XTRA PTFE-
20/25. A coluna cromatografica utilizada foi Kinetex C18 2.6 um da Phenomenex, com
dimensdes de 100 x 4,6 mm e pré-coluna Kinetex C18 da Phenomenex, com dimensoes
de 50 x 4,6 mm. O tempo de corrida foi de 15 minutos, o volume de inje¢do de 20 pL,
com eluicdo isocratica, em fase reversa, com vazao da fase movel de 1,0 mL min” e
monitorada no comprimento de onda de 220 nm. A fase movel foi constituida por 35%
de acetonitrila, 35% de metanol e 30% de 4agua (v/v/v), com for¢a cromatografica 2,0. A
agua utilizada para a fase movel foi obtida em um purificador de d4gua Millipore Plus e
as andlises foram realizadas em um cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia SPD-
MI10AV Finnigan Surveyor com detector de arranjo de diodos (DAD) da Thermo-

Electron Corporation.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de rendimento do extrato bruto das folhas de Annona muricata
foi usada para comparar e diferenciar as amostras autossombreadas e expostas
diretamente ao sol e coletadas nas quatro estagdes climaticas. O efeito da composi¢do
dos solventes: etanol (e), acetato de etila (a), diclorometano (d), acetona (A) e
cloroformio (c) sobre o rendimento dos extratos das folhas de Annona muricata
expostas ao sol e autossombreadas de folhas coletadas nas estagdes da primavera, verao,
outono ¢ inverno esta mostrado na Figura 3.

No verdo, as folhas autossombreadas apresentaram rendimentos inferiores do
que aquelas expostas diretamente ao sol. O mesmo ocorreu no outono, com maior
diferenca pronunciada para esta estacdo. J& no inverno e primavera esta diferenga no
rendimento entre folhas autossombreadas e expostas diretamente ao sol foi minimizada.

De modo geral dentre os solventes puros, o etanol apresentou maior eficiéncia
no rendimento total do processo extrativo em todas as estacdes, para ambas as coletas.
Os demais solventes apresentam oscilagdes pertinentes a estagdo e a coleta. Dentre as
composigdes bindrias, ainda ¢ visivel que todas as misturas contendo etanol apresentam
rendimento superior, o mesmo acontece para as misturas terndrias. Diante dos
rendimentos totais para os diversos sistemas extratores o teor total de metabolitos nas
folhas de Annona muricata ¢ dependente da condi¢do de luminosidade somente nas
estacdes do verdo e outono. Este resultado pode ser explicado pelo fato que no outono
ha a troca das folhas da planta, por esse motivo, as folhas que nasceram no verao sao

substituidas no outono.
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Figura 3. Porcentagem dos rendimentos dos extratos brutos das folhas de Annona
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As diversas oscilagdes dos valores dos rendimentos para as estagdes e amostras
de folhas autossombreadas e expostas diretamente ao sol pode ser mais bem analisado e
compreendido por meio das superficies de resposta para o rendimento do extrato bruto,
em fung¢do da composicdo do solvente extrator.

Os efeitos dos solventes foram calculados nos modelos linear, quadratico e
cubico especial, a fim de obter ajustes de minimos quadrados dos rendimentos totais dos
extratos. Os modelos foram validados pela realizagdo de anélise de varidncia (ANOVA)
e teste de falta de ajuste, Tabela 3.

O modelo linear apresentou falta de ajuste para todos os processos extrativos no
nivel de 95% de confianga. Os rendimentos brutos para as folhas coletadas na primavera
sob sol e sombra, verdo sob sombra, outono sob sol e inverno sob sombra ndo
mostraram falta de ajuste no nivel de confianga de 95% para o modelo quadratico. Os
rendimentos extrativos das folhas provenientes da estacdo verdo sob sol, outono sob
sombra e inverno sob sol ajustaram ao modelo cubico especial, também no nivel de
95% de confianca.

As equagdes simplificadas (6-13) dos modelos quadraticos e cubicos para os
rendimentos previstos dos extratos das folhas coletadas nas estagdes da primavera (P),
verao (V), outono (O) e inverno (I) sob condi¢des de sol (sol) e autossombreamento

(sb), para os diferentes solventes e suas misturas, sao:

Vo =10,41€+3,29a+ 1,80 d +7,95A+2,75¢c+7,96ea+ 17,83ed + 10,04eA+ (6)

(£0,72) (£0,72) (£0,72) (£0,72) (£0,72) (+2,91) (£2,91) (£2,91)
9,06ad +10,21ac+ 9,97dc
(2,91) (£2,91) (2.91)
Vo, =10,81€+6,76a+8,46d +7,91A+6,76c+4,27ea+10,10ed +4,52eA+  (7)
(£0,35) (£0,35) (£0,35) (+0,35) (£0,35) (£1,40) (£1,40) (£1,40)

11,91ec +4,87ac+ 4,39Ac

(%1,40) (1,40) (+1,40)



43

Yoo =11,34€+6,66a+7,43d +7,92A+6,21c+9,50ea+8, 44ed +9,18eA+ (8)
(£0,49) (£0,49) (£0,49) (£0,49) (£0,49) (£2,10) (£2,24) (£2.,38)
7,98ec —5,27Ac+35,82eAc

(£2,24) (£2,24) (£14,74)

Yoo = 7,45€+4,80a+5,95d + 5,87 A+ 3,62¢+5,17ea+5,04ed + 4, 45eA+ 9)
(%0,41) (%0,41) (%0,41) (%0,41) (%0,41) (%1,67) (£1,67) (%1,67)
7,83ec +7,70ac+7,30Ac

(£1,67) (1,67) (£1,67)
Yo =12,39€+7,59a+9,28d +9,03 A+ 6,45¢+8, 77ea+8,59%d +14,05eA+ (10)
(£1,01) (£1,01) (£1,01) (£1,01) (£1,01) (+4,09) (+4,09) (+4,09)
10,91ec
(+4,09)

Vo = 7,67€+5,35a+5,78d +7,02A+6,51c+6,67ea—8,1 1dA—6,97dc — (11)
(20,44) (£0,44) (£0,44) (£0,44)  (20,44) (£2.,14) (£2.14) (£2.,14)
35,01ead +66,67edA+33,39adA

(*13,27) (*13,25) (£13,25)

Vi =12,54€+7,54a+8,16d +9,76 A+7,12¢+8,70ea—7,31dc—9,14 Ac— (12)
(£0,69) (£0,69) (+0,69) (0,69)  (+0,69) (%2,97) (#3,17) (£2,96)
59,44edA+56,43edc+67,88eAc

(£20,90) (£20,88) (£20,87)

Vi =12,77€+8,09a+9,14d +9,41A+9,21c+6,81ec—6,55Ac (13)

(%0.6) (0,6) (+0.6) (+0.6) (0.6) (+2.,42) (+2.,42)

em que e, a, d, A e ¢ s3o respectivamente etanol, acetato de etila, diclorometano,
acetona e cloroférmio.

As estimativas dos erros padrdo estdo abaixo dos coeficientes dos modelos
correspondentes a cada amostra. Para os coeficientes lineares, o maior rendimento
previsto € para o etanol em todas as equagdes, o que confirma os dados da Figura 3.
Desse modo, dentre todos os solventes puros, o etanol € o que tem maior eficiéncia
extrativa no teor quantitativo total, que pode estar relacionado com os valores similares
dos seus parametros solvatocromicos.

As equacdes previstas 6 e 7 para os rendimentos das folhas coletadas na estagao
da primavera mostram que para as folhas expostas ao sol os coeficientes binarios
etanol/diclorometano, acetato de etila/diclorometano, acetato de etila/cloroféormio e
diclorometano/cloroférmio tem efeito sinérgico no processo extrativo dos metabolitos

ou seja, a interacao de ambos os solventes acarreta um aumento no rendimento total do
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extrato, enquanto para as folhas autossombreadas este efeito tem menor significancia.
Por outro lado os coeficientes lineares acetato de etila, diclorometano e cloroféormio sdo
mais significativos para a extracdo em folhas autossombreadas, uma vez que o teor
quantitativo total para estes solventes & superior quando comparado com as folhas
expostas ao sol.

As equagoes previstas 8 e 9 para os rendimentos das folhas coletadas no verao
apresentam coeficientes lineares superiores paras folhas expostas ao sol e inferiores
paras as folhas autossombreadas. Dentre os termos bindrios, ndo ha efeito de grande
relevancia entre os modelos. No outono as equagdes previstas 10 e 11 mostram efeito
sinérgico para a mistura etanol/acetona para as folhas coletadas ao sol, enquanto a
mistura diclorometano/acetona tem efeito antagénico para o rendimento de folhas
autossombreadas. No inverno, as equacdes previstas 12 e 13 para os modelos
apresentam termos lineares proximos entre as folhas expostas ao sol e autossombreadas.

De forma geral, a maioria dos coeficientes significativos das equagdes 6-13

apresenta o solvente etanol na composi¢ao da mistura.

Tabela 3. ANOVA para os resultados da regressdo dos modelos quadratico e ctbico
especial para a porcentagem de rendimento dos extratos de folhas de Annona muricata

expostas ao sol e autossombreadas e coletadas nas quatro estagdes do ano.

Equacdo Fonte de variagdo SQ gl.  MQ Fcal®

6 Regressdo 1733887 14 12,3849  22,53882
Residuos 9,8909 18 0,54949
Falta de ajuste 9,2911 16 0,58070 1,93650
Erro Puro 0,5997 2 0,29987
Total 183,2795 32 5,72749
% de variagdo explicada 94,60
% maxima de variacao 99,67
explicavel

T Regressio 1189588 21 5664703 2329854
Residuos 2,67450 11 0,243135

Falta de ajuste 2,64120 9 0,293463 17,61474
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Erro Puro 0,03330 2 0,016660
Total 121,6333 32 3,801039
% de variagdo explicada 97,80
% maxima de varia¢ao 99,97
explicavel
E Regressio 1219628 14 871163  8,063330
Residuos 19,4472 18 1,08040
Falta de ajuste 18,7642 16 1,17276 3,433979
Erro Puro 0,6830 2 0,34152
Total 141,4100 32 4,41906
% de variagdo explicada 86,25
% maxima de variacao 99,52
explicavel
K Regressio  130,3970 20  6,51985 1338282
Residuos 5,8462 12 0,48718
Falta de ajuste 5,7762 10 0,57762 16,50470
Erro Puro 0,0700 2 0,03500
Total 136,2432 32 4,25760
% de variagdo explicada 95,71
% maxima de variacao 99,95
explicavel
10t Regressio 64,1629 14 458307 36,0372
Residuos 2,28917 18 0,12718
Falta de ajuste 2,2105 16 0,13816 3,51271
Erro Puro 0,07866 2 0,03933
Total 66,45210 32 2,07663
% de variagdo explicada 96,56
% maxima de varia¢ao 99,88
explicavel
BT Regressao 2997989 14 2,14142  11,83994
Residuos 3,25555 18 0,18086
Falta de ajuste 3,22703 16 0,20169 14,14262
Erro Puro 0,02852 2 0,01426
Total 33,23544 32 1,03861
% de variagao explicada 90,20
% maxima de variacao 99,91
explicavel
R Regressio 4192410 24 1,74684 892769
Residuos 1,56532 8 0,19567
Falta de ajuste 1,37225 6 0,22871 2,36922
Erro Puro 0,19307 2 0,09653
Total 43,48942 32 1,35904
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% de variagdo explicada 96,40

% maxima de varia¢ao 99,56
explicavel
R Regressdo 66,56205 14 475443 1244100
Residuos 6,87885 18 0,38216
Falta de ajuste 6,69820 16 0,41864 4,63479
Erro Puro 0,18065 2 0,09033
Total 73,44090 32 2,29503
% de variagdo explicada 90,63
% maxima de variacao 99,75
explicavel

* modelo quadratico, ® modelo cubico especial, ¢ Valores da distribui¢do F no nivel de
95% de confianga para os modelos quadratico e cubico especial: Fi4354=2,30;
Fi625%=19,43; Fa485%=3,12; Fe25%=19,33; F20,12,5%=2,54; F102.5%=19,40; F21,115%=2,65;
F972,5%:19,38.

As curvas de nivel contendo os rendimentos maximos previstos para os
solventes extratores etanol/diclorometano/acetona para as equagdes 6-13 sdo
apresentados na Figura 4. Foram escolhidos esses trés solventes, pois os solventes
acetato de etila e cloroformio apresentaram baixo valores de rendimento.

Para as folhas coletadas na primavera, as curvas de nivel preveem um
rendimento maximo de 10 % para as folhas expostas diretamente ao sol e de 12 % para
as autossombreadas. A superficie apresenta diferencas no que diz respeito a
contribuicdes dos solventes extratores; para as folhas expostas ao sol a acetona esta
presente no maximo da superficie em associacdo com o etanol e o diclorometano,
enquanto para as folhas autossombreadas, a superficie prevé um maximo com a mistura
etanol/diclorometano.

Na estagdo verao, o rendimento maximo previsto pelo modelo ¢ superior para as

folhas expostas ao sol. O maximo da curva ¢ semelhante a primavera, com maior

porcentagem de etanol.
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Figura 4. Curvas de nivel para os rendimentos dos extratos das folhas de Annona
muricata expostas ao sol e autossombreadas, coletadas nas estagdes da Primavera,

Verdo, Outono e Inverno.
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No outono, o rendimento também ¢é superior para as folhas expostas ao sol.
Nestas, a superficie ja sofre um deslocamento para a regido bindria de etanol/acetona,
sinergismo visto na equagdo 10 para as folhas expostas diretamente ao sol. Na estagdo
do inverno, os rendimentos maximos previstos pelo modelo sdo iguais, sendo deslocada
para as regides com maior volume de etanol.

O rendimento previsto e a mudanca no perfil da curva de nivel para os solventes
extratores indica que no decorrer das estagcdes primavera, verdo e outono hd uma
variagdo no teor total de metabolitos extraidos tanto das folhas expostas diretamente ao
sol quanto das autossombreadas (Faini et al., 1999). Ja entre as estagdes para as folhas
expostas diretamente ao sol o rendimento maximo ¢é visto no outono € minimo na
primavera, enquanto para as autossombreadas as estagdes primavera ¢ inverno tém
rendimentos maximos e as estagdes intermediarias verdo e outono tem rendimento
minimo.

Outro fator que deve ser analisado para inferir a diversidade de metabolitos
extraidos em cada ponto do planejamento de misturas diante da mudanca de estagcdo e
das folhas expostas diretamente ao sol e autossombreadas tem-se as técnicas
espectroscopicas e cromatograficas em que se avaliam a composicdo metabolomica a
partir de sua separagao e perfis espectrais.

Visto que as amostras de folhas coletadas no verdo autossombreadas e expostas
ao sol mostraram diferengas em relagdo ao teor de compostos quimicos extraidos, os
extratos provenientes das folhas de Annona muricata coletadas nesta estagdo climatica
foram analisados por espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel e infravermelho e
obtido como informagao os perfis espectrais.

Os dados obtidos pelas analises por UV-Vis foram submetidos a analise de

componentes principais normalizados pelo autovalor (analise de fatores) para avaliar as
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diferengas dos perfis espectrais. A matriz de dados foi composta de 601 linhas x 33
colunas, as linhas representam os comprimentos de onda e as colunas as absorvancias
de cada ponto do planejamento.

A Figura 5 mostra as analises de fatores entre os fator 1 e fator 2, que explicam
89,64% da variancia total dos dados para as amostras de folhas autossombreadas e

91,09% para as amostras de folhas expostas ao sol, ambas coletadas no verao.
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Figura 5. Analise de fatores dos espectros na regido do UV-Vis dos extratos das folhas

de Annona muricata coletadas no verdo.
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Os graficos trazem uma correlacdo entre os espectros: quanto mais distantes os
perfis estdo, menor a similaridade entre estes. Todas as amostras discriminadas na
regido negativa do fator 2, para ambas amostras, sdo compostas por acetona na sua
mistura do solvente extrator e apresentam perfis espectrais caracteristicos de pigmentos
(Schoefs, 2002). No entanto, hd uma diferenca nas intensidades das bandas nesta regido
em relagdo a exposicao solar que a planta recebe, sendo mais intensas para as amostras
de folhas autossombreadas.

No fator 2 positivo, a amostra extraida com etanol puro estd mais distante das
amostras extraidas com acetona ou suas misturas e a regido mais intensa do espectro do
extrato com etanol € caracteristica de grupos nitro (210 nm), carboxila (200-210 nm) e
éster (205 nm) (Arnason et al., 1995), sendo este ultimo caracteristico da classe das
acetogeninas, em virtude da presenca de lactonas (Rupprecht et al., 1990).

A correlagdo formada indica a presenga de grupos cromoforos distintos em
virtude dos solventes extratores etanol e acetona. Diante do parametro solvatocromico o
(acidicidade), este apresenta baixo valor para a acetona e alto valor para o etanol.

Como forma de avaliar o conjunto de metabolitos extraidos dentro do
planejamento de misturas tém-se os perfis espectrais na regido do infravermelho. Em
analise de material vegetal essa técnica, além de simples e rapida, fornece muita
informacao sobre a composi¢cdo quimica da matriz vegetal.

Os dados espectrais na regido do infravermelho trazem informagdo referente a
presenca de grupos funcionais e a possivel diversidade do metaboloma da planta. Os
espectros foram dispostos em uma matriz de 1725 linhas (nimero de onda) por 66
colunas (% de transmitancia para cada ponto do planejamento de misturas para amostras
de folhas autossombreadas e expostas ao sol e coletadas no verdo) e submetidos a

analise de fatores.
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A Figura 6 mostra a analise de fatores dos extratos obtidos do planejamento para
as amostras de Annona muricata coletadas no verdo de folhas autossombreadas (ASbV)
e expostas ao sol (ASolV). Os fatores F1 e F3 explicam 97,37% da variancia total dos
dados. As amostras expostas ao sol (ASolV) estdo discriminadas na regido positiva do

F3 e as autossombreadas (ASbV) na regido negativa deste mesmo fator.
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Figura 6. Escores dos fatores 1 ¢ 3 dos espectros na regido do infravermelho dos

extratos de folhas autossombreadas e expostas ao sol e coletadas no verao.

As amostras em destaque no grafico dos escores sao as mais discriminantes em
relacdo a exposicao solar da planta. Além da evidente separagdo entre amostras
autossombreadas e expostas ao sol, também ¢ possivel observar que a mistura bindria
eA (ASbV) e a ternaria eac (ASolV) sdo outliers do conjunto de amostras de folhas
autossombreadas e expostas ao sol coletadas no verao da Annona muricata.

Comparando os espectros na Figura 7 das amostras de folhas expostas ao sol

extraidas com diclorometano (d), etanol e diclorometano (ed), acetato de etila e
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diclorometano (ad), acetona e cloroférmio (Ac), etanol, diclorometano ¢ acetona (edA)

e etanol, acetato de etila, diclorometano e cloroférmio (eadc) que estdo localizados na

regido mais positiva do F3 com os mesmos extratos das folhas autossombreadas ¢

possivel observar diferencas nas intensidades das bandas.

extrato d

% Transmitancia

—Sb
Sol
86 T

T T T
4000 3500 3000 2500 2000

2 El
niimero de onda / cm

extrato ad

T
1500

1000

% Transmitancia

—Sb
Sol
86 P

T T T
4000 3500 3000 2500 2000
niimero de onda / cm”

extrato edA

T
1500

1000

% Transmitancia

—Sb
Sol

86

T T T T
4000 3500 3000 2500 2000

" El
nimero de onda / cm

T
1500

T
1000

extrato ed
100
98 4
© 96
‘©
s
s 94
£
n
<
T 92
(=
B
90
88
—Sb
Sol
86 T T T T T X:
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
nimero de onda / cm’”
extrato Ac
100
98
© 96
‘©
e
S e
3
n
c
S 92
(=
=2
90
81 —sb
Sol
86 T I T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
nimero de onda / cm’”
extrato eadc
100
98
& %
Qo
c
S -
£
3
[
c 92
(=
ES
90
84 ___op
Sol
86 T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

niimero de onda / cm’”

Figura 7. Espectros de infravermelho dos extratos discriminados nos escores do F1 x
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53

Essa diferenca é mais evidente no extrato eadc e ocorre principalmente nas
bandas em 3362 cm™! caracteristico de vO-H, 2919 e 2848 cm™' caracteristico de vC-H e
1745 cm™" caracteristico de vC=0, sendo essas bandas mais intensas para as amostras de
folhas autossombreadas. Essas bandas sdo caracteristicas de moléculas de acetogeninas.

A mistura bindria AC mostra uma maior intensidade nas bandas em 2919 e 2848
cm’, caracteristico de vC-H. As bandas em 3362 cm’', caracteristico de vO-H ¢é mais
intensas na mistura ed. Todas as amostras da Figura 8 apresenta maior intensidade nas
amostras autossombreadas, com exce¢do da mistura edA que, apesar de apresentar
menor intensidade de bandas quando comparadas com as outras amostras, apresenta
maior intensidade nas amostras expostas ao sol, quando comparada com a mesma
amostra autossombreadas.

A variagdo ocorrida nos perfis espectroscopicos na regido do infravermelho para
amostras coletadas no verdo evidencia que folhas com diferentes acessibilidades a luz
solar influenciam na composi¢do quimica do material vegetal. Na Figura 6 a mistura
binaria €A de folhas autossombreadas e a mistura ternaria eac de folhas expostas ao sol
estdo separadas do restante do conjunto de amostras de Annona muricata coletadas no
verdo. Essa separacdo pode ser explicada devido a elevada intensidade da banda de

infravermelho em 1070 cm™ caracteristico de vC-O nas duas amostras (Figura 8).
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Uma vez que as amostras de folhas de Annona muricata autossombreadas e
expostas ao sol e coletadas no verdo diferem na quantidade de metabolitos extraidos,
nos perfis espectrais UV-Vis e nas intensidades de bandas no infravermelho, essas
amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de
arranjo de diodos para uma investigagcao sobre a diversidade do metaboloma e obtenc¢ao
do perfil cromatografico dessas amostras. Sendo assim, a Figura 9 mostra o numero de
picos cromatograficos obtidos a partir dos extratos brutos de folhas autossombreadas e
expostas ao sol para Annona muricata coletada no verdo para cada ponto do
planejamento.

O maximo de informagdo do perfil metabolémico para as folhas coletadas no
verdo foi obtido com a mistura eadA (etanol:acetato de etila:diclorometano:acetona)
com 54 picos cromatograficos para as folhas autossombreadas. J& as folhas expostas ao
sol apresentaram maximo de 47 picos cromatograficos para a mistura €A
(etanol:acetona). De acordo com a Figura 3, estas misturas apresentaram altos
rendimentos dentro do planejamento estatistico, podendo, neste caso, inferir uma
condi¢cdo que estabelega a relagcdo entre variedade metabolomica e rendimento bruto do
extrato. Apesar da mistura eadA de folhas autossombreadas apresentar maior numero de
picos cromatograficos, quando somamos todos os numeros de picos as amostras
expostas ao sol apresentam maior quantidade com um total de 1225 picos
cromatograficos somados de todos os pontos do planejamento de misturas contra 1162

picos das amostras autossombreadas.
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das folhas de Annona muricata autossombreadas e expostas ao sol, coletadas no verao.

Para investigar a diferenca que foi observada na Figura 9 em relacdo ao total de
numero de picos cromatograficos das amostras de Annona muricata coletadas no verao
de folhas autossombreadas e expostas ao sol os dados cromatograficos dessas amostras
foram submetidos a andlise de fatores. A matriz de dados foi composta de 1800 linhas
(absorvancia em cada tempo de retencdo) x 66 colunas (intensidade do pico
cromatografico de cada ponto do planejamento de misturas para as amostras
autossombreadas e expostas ao sol). Os escores dos cromatogramas dos extratos das
folhas coletadas no verdo de Annona muricata autossombreadas e expostas ao sol,
Figura 10, discriminou as amostras em relagdo a exposicdo solar. O fator 2 positivo

discrimina os extratos de folhas autossombreadas, enquanto que amostras expostas ao

sol sdo discriminadas, em sua maioria, pelo fator 2 negativo.
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Figura 10. Escores do Fator 1 x Fator 2 dos cromatogramas dos extratos das folhas de

Annona muricata autossombreadas e expostas ao sol coletadas no verao.

Os extratos de folhas de Annona muricata autossombreadas e coletadas no verdo
estdo no fator 2 positivo, sendo o pico cromatografico no tempo de retengdo de 1,40 e
2,58 minutos as principais regioes discriminantes, de acordo com a Figura 11. O perfil
espectral desta substancia, correspondente ao tempo de 1,40 minutos, tem maximo de
absor¢cdo em 206 nm e no tempo de 2,58 minutos a absor¢do maxima dos espectros
correspondentes sdo em 204 e 215 nm. Na regido negativa deste mesmo fator,
encontram-se as amostras expostas ao sol com pico cromatografico no tempo de
retencdo de 0,91 minutos com alta intensidade no loading e perfil espectral com
absor¢do maxima em 208 nm. A discriminagdo amostral dos cromatogramas dos
extratos no escore e os diferentes nimeros de picos cromatograficos mostram a
variedade de metabolitos extraidos e as diferengas ocasionadas pela exposicao solar que

a planta recebe quando suas folhas sdo coletadas na estagdo do verao.
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Figura 11. Loadings do Fator 2 dos cromatogramas e espectros correspondentes aos
picos cromatograficos em 0,91 min; 1,40 min e 2,58 min dos extratos das folhas de

Annona muricata autossombreadas e expostas ao sol coletadas no verao.

CONCLUSAO

Por meio do planejamento experimental, os maiores rendimentos dos extratos
foram obtidos com etanol e suas misturas, evidenciando que o rendimento extrativo ¢é
dependente das caracteristicas solvatocromicas de cada solvente, da época de colheita e
da exposi¢ao solar das folhas da Annona muricata, sendo que nas estagdes do verdo e
outono a varia¢do no rendimento entre amostras com diferente exposi¢do solar € maior.

Pela analise de componentes principais dos perfis espectrais na regido do
ultravioleta-visivel, ficou evidenciada a separacao por efeito do solvente extrator diante
da diversidade metabolomica extraida em cada ponto do planejamento tanto para
amostras autossombreadas quanto para aquelas expostas ao sol. Além disso, a

correlagdo obtida pelos espectros mostraram que o extrato etandlico extrai compostos
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com absorcao entre 200-230 nm, caracteristico de acetogeninas e amostras extraidas
com acetona ou suas misturas extraem principalmente pigmentos, sendo este mais
abundante nas folhas autossombreadas.

A analise de fatores dos dados na regido do infravermelho mostrou uma variacao
de intensidades para as bandas vibracionais em relacdo as diferentes misturas de
solventes e exposicao solar que a planta recebe.

A separacdo cromatografica mostrou variagdes quanto ao nimero de picos em
relagdo a exposi¢do solar das folhas de Annona muricata e ainda o maximo de
informagdo ¢ obtido com solventes extratores diferentes, o que esclarece a importancia
de estudos sobre meios extratores em relagdo aos diferentes perfis metabolomicos que
podem ser encontrados para uma mesma planta, além das varia¢des sazonais e de
incidéncia de luz solar. A diferenca entre amostras autossombreadas e expostas ao sol
fica evidenciada na separa¢dao da analise de fatores dos cromatogramas, em que essas
amostras apresentaram picos cromatograficos discriminantes e estes sdo associados a
perfis espectrais diferentes.

A associacdo de dados espectroscopicos, cromatograficos e ferramentas
quimiométricas auxiliam na escolha do solvente extrator diante da diversidade de
classes de metabolitos que podem ser extraidas e no estudo das variagdes do meio

ambiente em que a planta € cultivada.
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Resumo

Os espectros de infravermelho foram medidos para os 31 diferentes extratos do
planejamento centroide simplex de misturas de cinco componentes de folhas de Annona
muricata autossombreadas e expostas ao sol, ¢ coletadas nas quatro estagdes do ano. Os
sinais observados sdo caracteristicos de acetogeninas sendo este metabolito um dos
principais componentes da familia Annonaceae. As bandas espectrais de estiramento
OH na regido de 3100-3600 cm™ fornecem evidéncias de mudangas de intensidade para
as folhas sombreadas e expostas ao sol. A Andlise de Componentes Principais (ACP)
envolvendo 264 espectros mostram que amostras sombreadas tendem a ter bandas de
estiramento OH mais intensas que as expostas ao sol. Calculos do funcional de
densidade B3LYP indicam significativas mudangas nesta regido da banda de
estiramento OH devido a formacao da ligagdo de hidrogénio. Um pequeno aumento na
intensidade da banda de OH cerca de 40 km mol™, ocorre quando um grupo OH forma
uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio do anel tetrahidrofurano adjacente.
Um aumento muito mais intenso, 400 a 500 km mol'], esta previsto para ocorrer em
acetogeninas com dois anéis tetrahidrofurano para o qual as liga¢des de hidrogénio do
grupo OH estdo mais distantes do oxigénio do anel tetrahidrofurano. Considerando que
as baixas intensidades do estiramento da ligacdo de hidrogénio sdo encontradas para
acetogeninas com estruturas da cadeia de carbono moderadamente dobradas,
intensidades mais fortes da ligagdo de hidrogénio sdo calculadas para moléculas com

uma estrutura dobrada do tipo V com um angulo de 45°.

Palavras-chave: Acetogeninas, ligagdo de hidrogénio, infravermelho, quimiometria,

calculos do funcional de densidade B3LYP.
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INTRODUCAO

A familia Annonaceae inclui cerca de 130 géneros e 2.300 espécies distribuidas,
em sua maior parte, em areas tropicais e subtropicais e sdo uma fonte de matérias-
primas farmacéuticas. As acetogeninas sao consideradas o principal metabolito, as quais
apresentam atividade antitumoral (Astirin et al., 2013), antiparasitaria, sedativa (Uzel et
al., 2004), hipotensora (Mekhfi et al., 2004), anti-helmintica, antibacteriana, antiviral e
antifungica (Fennell et al., 2004). Mais de 350 acetogeninas foram relatadas na virada
do século (Alali et al., 1999). Elas normalmente tém cadeias longas de carbono
(C32/C34) com um terminal metil substituido com anel a,B-insaturado y-lactona, e um,
dois ou mesmo trés anéis tetrahidrofurano localizados ao longo da cadeia de
hidrocarbonetos, juntamente com hidroxilas ou outros grupos contendo oxigénio.
Algumas acetogeninas tém uma estrutura ceto-lactona, em vez de um anel lactona, e
outras tém cadeias de carbono insaturado que contém ligagdes duplas entre carbonos.
Dos 137 compostos listados na revisao segundo Alali et al., 1999, 99 tem um anel
lactona, 15 compostos t€ém a estrutura de ceto-lactona, 55 tém um anel tetrahidrofurano,
38 tém dois anéis tetrahidrofurano adjacentes, enquanto 10 tém varias ligagdes duplas
conjugadas com dois grupos hidroxilas adjacentes.

A impressdo digital metabolica tem sido cada vez mais usada para fornecer
informacdes sobre o material vegetal, analisar simultaneamente varios metabolitos,
identificar as diferencas entre eles, classificar as amostras e discriminar componentes
que apresentem caracteristicas espectrais distintas. Uma variedade de técnicas analiticas
apropriadas sdo descritas para estes fins, € a espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier (Gad et al., 2013) fornece uma das ferramentas mais eficaz.
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Nosso grupo tem utilizado planejamento estatistico de misturas para o
desenvolvimento de perfis de impressdes digitais dos metabolitos extraidos de plantas
(Delaroza e Scarminio, 2008; Soares e Scarminio, 2008; Garcia et al., 2009; Soares et
al., 2009; Souza et al., 2009; Garcia et al., 2010). Este estudo é importante, porque as
condi¢des de extracdo diferem para os variados tipos de compostos. A escolha de
solventes envolve um compromisso entre a maximizagdo da eficiéncia das interacdes
entre as moléculas para garantir a extragdo de uma maior ou menor quantidade de
metabolitos, dependendo do caso em estudo (Dunn e Ellis, 2005).

Neste trabalho foi utilizado planejamento estatistico de misturas para extracao de
compostos das folhas de Annona muricata, uma fonte de acetogeninas, colhidas de
areas sombreadas pela propria arvore e diretamente expostas a luz solar em todas as
estagdes do ano para obtengdo da impressdo digital metabdlica. Espectros de
infravermelho foram interpretados com a ajuda de célculos de funcional de densidade
para auxiliar a correta atribuicdo das bandas e para obter estimativas das intensidades.
As intensidades sdo tdo importantes quanto a distribui¢do de acetogeninas especificas,
bem como os seus valores totais, € sdo esperadas mudancas devido a sazonalidade e as

condig¢des de acessibilidade luminosa.

EXPERIMENTAL

Material Vegetal

As folhas foram coletadas entre abril de 2011 e janeiro de 2012 na Universidade
Estadual de Londrina (UEL), em Londrina, Paran4, Brasil. As exsicatas das amostras de
Annona muricata coletadas em diferentes condi¢bes de luminosidade solar

(autossombreada FUEL 49.284 e exposta ao sol FUEL 49.285) estdo armazenadas no
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herbario da UEL. A secagem ocorreu em temperatura controlada em 27°C por nove

dias.

Reagentes
Os solventes de grau analitico, etanol, acetato de etila, diclorometano, acetona e

cloroféormio, usados na extragdo foram adquiridos de FMaia.

Preparo do extrato

Os extratos foram preparados usando cinco diferentes solventes, (e) etanol, (a)
acetato de etila, (d) diclorometano, (A) acetona e (c) cloroférmio, e suas proporcdes
variaram de acordo com um planejamento centroide simplex (Barros Neto et al., 2010).
As proporcdes de cada solvente usado para a extragdo foram os cinco solventes puros,
dez misturas binarias na propor¢ao de 1:1, dez misturas ternarias (1:1:1), cinco misturas
quaternarias (1:1:1:1) e uma mistura com os cinco solventes (1:1:1:1:1). Trinta e um
extratos foram realizados com diferentes misturas de solventes, sendo que a mistura de
cinco componentes foi feita em triplicata. Cada extrato foi preparado pesando 2g de
folhas secas e trituradas e adicionado 15 mL da mistura de solvente. Estas misturas
foram colocadas num banho ultrassonico (Unique, modelo USC 1400) durante 60
minutos, com a agua do banho trocada a cada 30 minutos para evitar o aquecimento. Os
extratos foram filtrados usando papel de filtro. Cada solucao do extrato foi colocada em
um frasco previamente pesado e identificado. Este procedimento foi repetido mais
catorze vezes, de modo que o volume total da mistura de solventes adicionada foi de
225 mL. O restante foi evaporado num evaporador rotativo, removendo todo o solvente
ainda presente na amostra até obter peso constante (Souza et al., 2009; Afonso et al.,

2015b).
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Anélise por infravermelho

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier dos extratos do
planejamento de misturas foram obtidos diretamente pelo modo de Refletincia Total
Atenuada (ATR, do inglés Attenuated Total Reflectance). Os espectros foram
adquiridos na regido de 4000-675 cm™, com 4 cm™' de resolugdo e 32 scans, usando um
espectrofotometro Thermo Scientific FT-IR Nicolet iS 10. Os extratos secos foram
colocados em um suporte de amostra e pressionados sobre uma superficie de germanio
formando um filme de comprimento da trajetoria Optica constante para todas as

amostras.

Calculos

Em adi¢do as analises experimentais, foi realizado um estudo tedrico dos
espectros de infravermelho de sete moléculas de acetogeninas. A estrutura das
acetogeninas estdo representadas na Figura 1 por (1) goniotetracina, (2) (2,4-cis)-
gonioeninine, (3) montecristina, (4) uvarigina, (5) rollidecina, (6) triobalicina e (7)
geniotriocina. Estas moléculas foram selecionadas para verificar os grupos funcionais
presentes na estrutura de acetogeninas. A geometria das moléculas foi avaliada por
otimiza¢des com um funcional de troca-correlagao B3LYP (Lee et al., 1988; Becke,
1993; Stephens et al., 1994) e um conjunto de base triplo-zeta, 6-311 (Jensen, 2007).
Todos os calculos descritos foram realizados com GAUSSIANO09 (Gaussian, 2004).
Nestes célculos, os resultados foram obtidos rapidamente mesmo com um computador
modesto, um AMD 64 Opteron. Os espectros de infravermelho foram calculados em

fase gasosa e na aproximag¢ao duplamente harmdnica.
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Figura 1. Estrutura molecular das acetogeninas: (1) goniotetracina, (2) (2,4-cis)-
gonioeninine, (3) montecristina, (4) uvarigina, (5) rollidecina, (6) triobalicina e (7)

geniotriocina

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimental
Para obter informacgdes relevantes sobre a influéncia das mudancas sazonais na
composi¢do dos metabolitos das folhas de Annona muricata autossombreadas e

expostas ao sol, os espectros de infravermelho dos extratos obtidos com diferentes
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proporcdes de solventes para as quatro estagdes do ano foram comparados pela anélise
de componentes principais (Sharaf et al., 1986). A matriz de dados X consiste em 1725
linhas e 66 colunas. Cada linha contém as intensidades de transmitancia nos diferentes
numeros de onda, e cada coluna corresponde a um espectro de um extrato obtido usando
as misturas de solventes do planejamento centroide simplex de folhas autossombreadas
e expostas ao sol para cada estagdo do ano.

A pesquisa foi realizada para determinar qual mistura do planejamento forneceu
uma melhor separagdo dos extratos de folhas para as quatro estagdes. A mistura ternaria
etanol: acetato de etila: cloroformio (1:1:1 v/v/v) teve uma boa separagdo para todas as
estacdes, enquanto as outras misturas do planejamento apresentaram agrupamentos mais
proximos. Evidentemente, a composicao de metabolitos extraidos a partir da mistura
eac (etanol: acetato de etila: cloroformio) ¢ mais diversificada do que aqueles extraidos
por outras misturas, ¢ sdo os mais adequados para investigar as mudangas sazonais
devido a composi¢ao de metabolitos das amostras de folhas expostas ao sol.

A Figura 2 mostra os espectros de infravermelho da mistura ternaria eac (1:1:1 v/v/v),
na regido de 675-4000 cm™' para as quatro estagdes em condicdes autossombreadas e
expostas ao sol. Estes espectros mostram uma banda larga na regido de 3100-3600 cm’™
(estiramento N-H e O-H), duas bandas intensas na regiio de 2800-2950 cm
(caracteristicos de estiramento C-H de carbonos Sp3), e bandas em 1750 cm™ (C=0),
1450 cm™ (deformagdo C-H) e 1050 cm™ (deformagio C-C) que sdo sinais
caracteristicos de acetogeninas de Annonaceae. Na revisdo de McLaughlin e
colaboradores (Alali et al., 1999), dos 137 compostos listados, 86 relataram frequéncias
entre 3300-3522 cm’, 89 entre 2910-2938 cm’', 82 entre 2830-2866 cm, 98 entre
1734-1770 cm'l, 52 entre 1600-1742 cm'l, 68 entre 1423-1474 cm'], 26 entre 1318-1398

cm™, 32 entre 1100-1270 cm™ e 53 entre 1028-1086 cm™.
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Figura 2. Espectros de infravermelho da amostra com a mistura etanol-acetato de etila-
cloroféormio (1:1:1) para as quatro estagdes em condi¢des, a) expostas ao sol e b)

sombreadas.

Como pode ser visto na Figura 2, o espectro das amostras de folhas expostas ao
sol mostraram mudangas significativas de acordo com a época de coleta, enquanto as
amostras obtidas a partir de folhas sombreada tém espectros mais similares. No inverno
e no verdo, as bandas em 3400 e 1070 cm™ dos extratos de folhas expostas ao sol
apresentaram maiores intensidades enquanto as bandas intensas de estiramento C-H na
regido de 2920 cm™ ocorrem no outono e na primavera. As mudangas sazonais sio
menos pronunciadas nas amostras sombreadas, embora as amostras do inverno também
apresentem bandas mais intensas nas regides de 3400 e 1070 cm™ em comparagdo com
as bandas proximas a 2920 cm™. A porcentagem de transmitincia das bandas de
estiramento O-H no inverno parece ser um pouco mais intensa para as amostras de

folhas expostas ao sol, que para as sombreadas.
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Os espectros de infravermelho das amostras extraidas com etanol para as folhas

expostas ao sol e sombreadas, para todas as quatro estagdes, estdo na Figura 3.
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Figura 3. Espectros de infravermelho da amostra com etanol puro para as quatro

estacdes em condigdes, a) expostas ao sol e b) sombreadas.

As intensidades relativas das bandas em 3400 e 1070 cm™ sdo mais similares
para todas as estacdes e condigdes de acesso a luz, que para as amostras extraidas com a
mistura ternaria eac. Este fato ¢ verdade para os espectros das folhas da primavera
expostas ao sol, nos quais todas as bandas sdo evidentemente muito mais fracas e tém
uma baixa quantidade de material total extraido. As bandas de estiramento O-H do
extrato com etanol parecem ser mais intensas que as dos espectros do extrato eac. Além
disso, elas sdo notavelmente maiores para as amostras sombreadas da primavera e do
inverno que aquelas para as amostras expostas ao sol.

As notaveis mudangas espectrais podem ser observadas na regido de 1750 cm™.

Para ambas amostras das folhas sombreadas do inverno e da primavera, duas bandas em

1740 e 1630 cm™ aparecem claramente separadas, enquanto que as amostras das folhas
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sombreadas do verdo e outono, bem como as expostas ao sol, mostraram a faixa de
frequéncia mais alta com um ombro muito mais fraco, por volta de 1630 cm™. Os
espectros do extrato eac também tém uma intensa banda de frequéncia elevada e um
ombro de baixa frequéncia. Isto pode indicar a existéncia de alguma estrutura ceto-
lactona, juntamente com os que tém um anel lactona.

Examinando todos os espectros dos extratos do planejamento centroide simplex,
estes mostraram que mais amostras sombreadas parecem ter maiores bandas de
estiramento O-H do que as amostras expostas ao sol. Os espectros médios de dois tipos
de amostras mostram que o grande aumento da intensidade espectral de amostras
sombreadas ocorre em 3100-3600 cm™ regido de estiramento da ligagdo de hidrogénio.

A Figura 4 contém as componentes principais do grafico dos escores dos
espectros de infravermelho de todas essas misturas do planejamento. Embora o fator 3
represente menos de 1% da variancia total dos dados, existe uma separagdo clara entre
amostras de extratos de folhas sombreadas e de expostas ao sol.

Isso pode ser entendido comparando os escores com os loadings na Figura 5. Na
primavera, verdo e inverno; os loadings na regido de 3100-3600 cm™ sdo negativos
indicando valores de transmitancia mais elevados para as amostras expostas ao sol na
parte inferior dos escores. Assim, as amostras sombreadas t€ém maiores absorbancias
nesta regido indicando a existéncia de uma maior quantidade e/ou ligagdes mais fortes
de hidrogénio. Como o sinal da componente principal € arbitrario, ambos os escores e
loadings no outono sdo invertidos em comparagdo com aqueles para as outras estagoes.

Os extratos com etanol das amostras coletadas na primavera € no inverno
mostram as maiores intensidades na Figura 3. Na Figura 4, as amostras com etanol
sombreadas e expostas ao sol, indicadas por e, sdo bem separadas ao longo da terceira

componente principal para ambas as estagdes, primavera e inverno. Nenhuma
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intensidade pode ser observada nas bandas de estiramento da ligacao de hidrogénio nos

espectros do verdo e outono dos extratos com etanol, na Figura 3. Para estas duas

estagdes, a terceira componente principal dos escores dos extratos com etanol ¢ muito

semelhante. O extrato eac tém quase os mesmos escores nesta componente para todas as

estagdes. Por esta razdo, ¢ dificil observar as diferencas nos espectros de amostras

sombreadas e expostas a luz solar, desta mistura de solvente, na Figura 2.
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expostas ao sol.
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Teorico

Os resultados dos calculos teoricos indicados na Tabela 1 foram usados para
interpretar as mudangas espectrais. As moléculas escolhidas sdo muito grandes,
contendo cerca de 100 atomos. Uma molécula vibrando possui 3N-6 coordenadas
normais, o que significa que a andlise gera resultados de cerca de 300 bandas de
vibragdes para cada molécula. A fim de fazer nossa analise de infravermelho, apenas
bandas de absor¢io viaveis com intensidades maiores do que 5 km.mol' foram
estudadas em detalhe.

Os calculos B3LYP das acetogeninas representativas resultou em intervalos de
3219-3653 cm’ para o estiramento O-H, 3020-3106 cm’ para os estiramentos C-H,

1724-1825 cm™ para o C=0, 1170-1445 cm™ ' para as deformagdes C-H e 1019-1103
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cm’™ para as deformagdes C-C ou C-O. Estes intervalos estdo em boa concordancia com
os relatados na revisao por McLaughlin (Alali et al., 1999) e os mostrados nas Figuras 2
e 3, com excecdo da faixa de 2830-2938 cm™' observado para os estiramentos C-H. Os
valores calculados sdo notavelmente mais elevados como seria de esperar, uma vez que
foram obtidos na aproximagdo duplamente harmonica. Para as outras vibragdes, mesmo
para o estiramento O-H, os valores de frequéncia estdo de acordo.

Nao hé informagdes sobre os valores de intensidade relativa para as acetogeninas na
literatura. Os resultados dos calculos B3LYP para as acetogeninas representativas,
indicados na Tabela 1, tém valores relativamente constantes para todas as vibragdes
caracteristicas exceto o estiramento O-H. Estes dados mostram trés intensidades de
bandas diferentes, fracas para a molécula montecristina com uma intensidade calculada
de 8 km.mol”', moderada para goniotetracina, (2,4-cis)-gonioneninone, triobalicina e
goniotriocina entre 43 e 85 km.mol" e muito fortes com intensidades de 394 km.mol
para uvarigina e 585 km.mol" para rollidecina. Estas grandes variagdes devem-se a
ligacdo de hidrogénio, isto ocorre porque a intensidade aumenta com o numero € a
estabilidade das ligacdes de H. Sendo que, bandas mais largas e nesta regido indica

presenga de pontes de hidrogénio intramolecular.

Tabela 1. Intensidades de absor¢do e variagdes das frequéncias nos espectros de

infravermelho para as moléculas de acetogeninas.

Geniotetracina

Frequéncia (cm™) Intensidades (km.mol ™)
O-H (estiramento) 3480-3495 (4 bandas) 43,2
C-H (estiramento assimétrico) 3037-3153 1077,7
C-H (estiramento simétrico) 2974-3037 783,1
C=0 1727 313,6
C-H (deformacao fora do plano) 1171-1562 538,0
C-C (deformacao) 1000-117¢0 ¢ 5273
(2,4-cis)-gonioneninone .~~~
Frequéncia (cm™) Intensidades (km.mol™)

O-H (estiramento) 3591-3653 (3 bandas) 68,9



C-H (estiramento assimétrico)
C-H (estiramento simétrico)
C=0

C-H (deformacao)

C-C (deformagao)

3060-3172
2969-3057
1724 ¢ 1770
1169-1562
1000-1169

Montecristina

O-H (estiramento)

C-H (estiramento assimétrico)
C-H (estiramento simétrico)
Cc=0

C-H (deformacao fora do plano)
C-C (deformagao)

Frequéncia (cm™')

76

9753
717,7
106,9 e 326,9

Intensidades (km.mol ™)

3451-3453 (2 bandas)
3069-3155
2985-3068

1825
1153-1556
1000-1153

Uvarigina

O-H (estiramento)

C-H (estiramento assimétrico)
C-H (estiramento simétrico)
C=0

O-H (deformacgao)

C-H (deformagao)

C-C (deformacao)

Frequéncia (cm™)

7,9
953,5
870,9
319,1

3219-3460 (3 bandas)
3068-3161
3000-3065

1822
1498 e 1237
1151-1561
1000-1147

Rollidecina

O-H (estiramento)

C-H (estiramento assimétrico)
C-H (estiramento simétrico)
C=0

O-H (deformacgao)

C-H (deformacao)

C-C (deformacao)

Frequéncia (cm™)

394
973.,5
1263
335,5
150,4

3460-3634 (2 bandas)
3065-3159
2974-3063

1778
1446-1476
1136-1563
1000-1130

Triobalicina

O-H (estiramento)

C-H (estiramento assimétrico)
C-H (estiramento simétrico)
Cc=0

C-H (deformacao)

C-C (deformagao)

Frequéncia (cm™)

581,6
1002,65
778,1
316,6
40

3586-3653 (4 bandas)
3066-3156
2961-3066

1769
1168-1562
1000-1162

Goniotriocina

O-H (estiramento)

C-H (estiramento assimétrico)
C-H (estiramento simétrico)
C=0

C-H (deformacao)

C-C (deformagao)

Frequéncia (cm™)

85,2
850,7
836,4
3189

Intensidades (km.mol'l)

3586-3653 (3 bandas)
3072-3156
2966-3068
1706 e 1769
1182-1564
1000-1162

46,4
813.,4
919,2

73,7 ¢320,9
645,5
738,8

* Apenas as bandas mais fortes que 5 km.mol™ foram consideradas.
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A Figura 6 mostra o esqueleto das moléculas, a estrutura da geometria de
equilibrio do célculo B3LYP e as regides criticas da ligagdo de hidrogénio das
moléculas representativas. Montecristina ndo faz ligacdes de hidrogénio, enquanto as
outras fazem. Goniotetracina e (2,4-cis)-gonioneninone tém estruturas moderadamente
dobradas e formam pontes de hidrogénio fracas com uma intensidade total de
estiramento O-H de 43 e 69 km.mol, respectivamente. As distancias das ligagdes de
hidrogénio sdo cerca de 2,2 A e apresentam angulos em torno de 115°. As intensidades

do estiramento assimétrico O-H sdo cerca de quatro vezes mais fortes que os simétricos.

Goniotetracina | Rollidecina
[\ IS /?: [\ -
A AN A A0 PSRN 1 * ) W vfi/’i,-\ﬂ
) ¢ M M = °
L] ‘e mJ\Q/Lm “at e . e
e b -
.t 3,33‘4 ifj:_‘:;_“”‘ o gt "IJU T
I R e SR AR 5 S F I sy .
L 2,079 F YIS . > e
e 3 ¢ 27 @ . 1
Bl 1 ““ iy 2o
oy sy
(2,4-cis)-Gonioneninone A
e L
— o P A
\A,\u,\u,\u‘\,owv,’\v\(\_.\/\/\,ff,:f o3 :’ EN
o o ° HH,
T [,,AQ/LM Triobalicina
L ] ’ 5 o
sy e s e 3 ate¥edgLsea., ba ! o I o
FR IR I APt ssi i T TEA T AL S LI T
it A 1 L f
Montecristina . oMy
— o c P
PP WSS g ELI 3 =y
A . -~
5 g ‘)‘; ) 299,37 \ [
2 Pt I ";’). ’ '
% " P A ‘gd, ?
s, 4 > o ] » ’
> -, LI S e -
28 o sope 4 ’ o
o Ed
. R - o ap -] ‘J ':”a
pesd L, 4 4 L
i ’
Uvarigina Goniotriocina
, . < — — —
~ Lt LN -’f,u,» A -/*-f»"—"v"y"
L 7
-
cT [ ]
“‘": . Mo <2,
T o w5l » -
S s % g,
e, > Ay
o .d - 2y 5,
e - 2 T o
e e, T 2y @ ] h
BT Ty >
ey, v e, Yol
=g i
: 205

Figura 6. Esqueletos moleculares, estruturas teéricas de equilibrio e detalhe das regides

de ligacdo de hidrogénio de algumas acetogeninas representativas.

Para estas moléculas, os grupos OH do anel tetrahidrofurano vizinho formam
ligagcdes de H em um anel de cinco membros com o oxigénio do tetrahidrofurano, uma

ligagdo de H para goniotetracina (intensidade de 43 km.mol™) e duas ligacdes de H for
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(2,4-cis)-gonioneninone (68,9 km.mol™). Goniotriocina, assim como goniotetracina,
também formam um anel de cinco membros de ligacdo de hidrogénio e tem uma
intensidade de estiramento O-H de 46 km.mol™, da mesma forma também ocorre com
goniotetracina (43 km.mol™) e sdo cerca da metade da intensidade na triobalicina (85
km.mol™). Triobalicina tem dois anéis tetrahidrofurano separados por cinco ligacdes C-
C, um grupo OH ao lado do anel forma uma liga¢do de hidrogénio com o oxigénio do
anel tetrahidrofurano adjacente. A intensidade da ligagdo de H da (2,4-cis)-
gonioneninone ¢ intermedidria comparando com as da goniotetracina e triobalicina,
porque estas duas ligagdes de hidrogénio partilham o mesmo atomo de oxigénio.
Intensidades muito mais fortes para as ligagdes de hidrogénio ocorrem para
uvarigina e rollidecina. A uvarigina tem ligacdo de H do estiramento OH com
intensidade de 385 km.mol" com uma distancia de ligagdo de 1,8 A e angulo de cerca
de 150°. A molécula rollidecina mostra uma distancia e angulo de ligacdo semelhante,
1,8 A e 165° e como a uvarigina, também forma um anel de oito membros. Estas
ligacdes muito fortes s6 parecem ocorrer em moléculas com dois anéis tetrahidrofurano
e resultam em moléculas com cadeias laterais de carbono formando dngulos agudos em
torno de 45°, em contraste com as estruturas de esqueletos mais lineares das outras
moléculas para os quais foram feitos os calculos. Para estas moléculas um grupo OH
constitui uma ligacdo de H com o oxigénio do anel tetrahidrofurano mais distante e nao
adjacente, como ocorre com as moléculas com intensidades moderadas da ligacao de H.
Observando atentamente os estiramentos OH das moléculas parece util
classificad-las em trés categorias de acordo com a presenca e estabilidade de suas
ligacdes de hidrogénio: 1) estiramento OH nao complexado (pontes de hidrogénio
intermolecular), i1) moderadas ligagdes de hidrogénio do estiramento OH (pontes de

hidrogénio intramolecular tensionada) e iii) fortes ligacdes de hidrogénio do estiramento
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OH (pontes de hidrogénio intramolecular ndo tensionada). Os resultados encontram-se

resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Tipos de intensidades do estiramento O-H calculadas pelo funcional B3LYP
para as moléculas escolhidas. Unidades em km.mol™'. O niimero de cada tipo de ligagio

de H ¢ dado entre parénteses apds o valor da intensidade.

Regular Moderada Forte Total
Goniotetracina 21,1 (3) 22,1 (1) - 43,2
(2,4-cis)-gonioneninone 4,5(1) 64,4 (2) - 68,9
Montecristina 7,9 (2) - - 7,9
Uvarigina 8,6 (2) - 385,4 (1) 394,0
Rollidecina 0,9 (1) - 580,7 (1) 581,6
Triobalicina 9,7 (2) 75,5 (2) - 85,2
Goniotriocina 11,7 (2) 34,7 (1) - 46,4

* Apenas as bandas mais fortes que 5 km.mol”' foram consideradas.

A contribui¢do total do estiramento OH para cada molécula ¢ aproximadamente
determinada pelo nimero de cada tipo de ligagdo de H presente na sua estrutura. O tipo
mais fraco é o estiramento OH regular. A sua intensidade média ¢ cerca de 5 km.mol™,
e que ocorre em todas as moléculas. O segundo ¢ o estiramento OH da ligacdo de
hidrogénio que ocorre entre uma hidroxila e um 4atomo de oxigénio do anel
tetrahidrofurano adjacente. O comprimento médio da ligagdo de hidrogénio envolvido
para este tipo de estiramento ¢ 2,1 A e o 4ngulo da ligagio é de cerca de 115°. A
intensidade média neste caso ¢ de cerca de 33 km.mol™, pelo aumento de intensidade
moderada, devido a ocorréncia da ligagao de hidrogénio. A tltima e mais intensa banda
corresponde a forte ligagdo de hidrogénio do estiramento OH que ocorre entre um grupo
hidroxila e um oxigénio do anel tetrahidrofurano nio adjacente. O comprimento médio

da ligacdo de hidrogénio envolvido é muito menor, 1,7 A e o angulo de ligacdo mais
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linear que varia de 138°-165°. Neste ultimo caso, o aumento da intensidade ¢ imenso,
superando 500 km.mol" na molécula rollidecina.

A intensidade total calculada para o estiramento C-H abrangem de 832-1108
km.mol™. Das duas vibragdes de estiramento C-H as bandas de frequéncias mais altas
sdo mais intensas que as frequéncias mais baixas nas Figuras 2 e 3, consistentes com os
valores do B3LYP e com observagdes feitas em moléculas em fase gasosa menores,
como os halometanos, em que normalmente a alta frequéncia das bandas mais intensas ¢
atribuida ao estiramento assimétrico e as de baixa frequéncia das bandas mais fracas ao
estiramento simétrico (Silva et al., 2012). Os resultados do B3LYP mostram
intensidades do estiramento C-H assimétrico de 472 a 625 km.mol™ considerando que a
variagdo da intensidade do estiramento simétrico esta no intervalo de 353-544 km.mol ™.
Os espectros nas Figuras 2 e 3 também tém intensidades do estiramento C-H muito mais
fortes comparadas as intensidades do C=0 também consistentes com os resultados do
B3LYP.

As bandas de estiramento C=0 tém intensidades muito semelhantes que vao de
314 a 335 km.mol”, exceto para (2,4-cis)-gonioneninone que tem duas vibracdes de
estiramento C=0, a banda de frequéncia mais alta tem intensidade de 327 km.mol™ ¢ a
menor de 107 km.mol™. As duas bandas podem ser esperadas para esta molécula, uma
vez que tem uma estrutura de ceto-lactona. Todos os espectros da amostra com eac tem
uma banda de estiramento C=0 em torno de 1760 ¢cm™. No entanto, os extratos das
amostras com etanol de folhas sombreadas mostram duas bandas de estiramento C=0O
muito distintas com intensidades semelhantes, uma perto de 1750 cm™ e outra perto de
1650 cm™, no inverno e na primavera. Os outros espectros dos extratos com etanol
mostram uma forte banda em 1750 cm™ e um ombro de baixa frequéncia. Estes

espectros mostram que as moléculas com estrutura de ceto-lactona, como (2,4-cis)-
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gonioneninone, sdo extraidas com etanol puro enquanto que quantidades insignificantes
ou muito pequenas sdo extraidos com a mistura ternaria eac.

A vibragao de deformacdo C-C tém intensidades relativamente constantes entre
127 ¢ 221 km.mol™". As vibragdes da deformagio CH tém pequenas intensidades, entre
47 e 203 km.mol™, exceto para (2,4-cis)-gonioneninone com 467 km.mol™”. Em parte,
isto pode explicar o aumento na intensidade observada nas Figuras 1 e 2 entre 1000-

1450 cm” que parece estar associada 4 presenca de bandas ¢ ombros de baixa

frequéncia do estiramento C-O.

CONCLUSAO

A variagdo mais importante observada nos 264 espectros de infravermelho das
acetogeninas investigadas ocorre para as intensidades das bandas de estiramento OH na
regido de 3100-3600 cm™.

Os célculos teodricos preveem intensidades muito fortes para o estiramento OH,
caracteristico da liga¢do de hidrogénio e da geometria de equilibrio dobrada do tipo V
(angulo de 45°) para duas acetogeninas com anéis tetrahidrofurano adjacentes, uvarigina
e rolledecina. Acetogeninas com apenas um anel tetrahidrofurano, goniotetracina, (2,4-
cis)-gonioneninone, triobalicina e goniotriocina, sdo previstas para ter intensidades do
estiramento OH menores cerca de dez vezes em comparagdo com uvarigina e
rolledecina, e estrutura da cadeia de carbono moderadamente angulada (cerca de 120°).
Montecristina ndao tem anéis tetrahidrofurano e apresenta uma intensidade de
estiramento OH cem vezes menor que aquelas com dois anéis tetrahidrofurano

adjacentes, além de uma estrutura quase linear.
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Esta diferen¢a na estrutura devido a ligagao de hidrogénio pode estar relacionada
a atividade biologica antitumoral. Bullatacina tem uma estrutura com dois anéis
tetrahidrofurano adjacentes tal como uvarigina e rolledecina e estas moléculas possuem
uma potente atividade antitumoral (Hui et al., 1989; Naito et al., 1995; Chih et al.,
2001). Os calculos do funcional B3LYP da bullatacina também preveem uma intensa
banda de estiramento OH, 520,7 km.mol™, e uma estrutura muito dobrada com um
angulo de cerca de 45°, semelhantes aos da uvarigina e rolledecina.

Recentemente Mangal e colaboradores (Mangal et al., 2015) forneceu uma lista
detalhada de 133 compostos para os quais a atividade antitumoral foi documentada na
literatura. Eles encontraram a seguinte ordem decrescente de atividade antitumoral
classificada de acordo com o tipo de estrutura da acetogenina, em relacdo ao anel
tetrahidrofurano (THF): dois THF adjacentes > dois THF ndo adjacentes > um THF >
sem THF. Estas correlagdes merecem um estudo mais aprofundado e mostram a
importancia da evidéncia espectral e caracteriza¢do tedrica da ligacdo de hidrogénio

para sistemas biologicos.
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Capitulo IV

Determinacao da influéncia das condicoes
sazonais e luminosidade solar na composicao dos
metabolitos de folhas de Rollinia mucosa por

tecnicas espectroscopicas e cromatograficas
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Resumo

Neste trabalho um planejamento estatistico de misturas e andlise de componentes
principais associados a dados cromatograficos, espectroscopicos no infravermelho, de
massas e de ressonancia magnética nuclear foram usados para comparar as impressdes
digitais obtidas em diferentes épocas do ano e condi¢des de radiagdo solar. As folhas
autossombreadas e expostas ao sol de Rollinia mucosa foram coletadas nas quatro
estagdes climaticas. Os resultados dos dados cromatograficos e espectroscopicos
mostraram que o extrato preparado com a mistura quaternaria de solventes eadc
(etanol:acetato de etila:diclorometano:cloroféormio) foi discriminado em fungdo da
acessibilidade de luz solar que a folha recebeu ao longo de cada estagdo. Os espectros
ultravioletas dos dados cromatograficos com detector de arranjo de diodos mostrou
absorvancia maxima entre 200 a 230 nm, caracteristicos de grupamento éster, como as
lactonas. Os numeros de onda caracteristicos de grupos funcionais presentes nas
acetogeninas, como C-H, C=0, C-O e O-H, tiveram maior influéncia na discriminacao
das amostras de Rollinia mucosa expostas ao sol. Os dados de espectrometria de massas
e RMN apresentaram sinais caracteristicos do anel tetrahidrofurano e da y-lactona a,p-
insaturada, confirmando a presen¢a de acetogeninas nos extratos das folhas de Rollinia

mucosa.

Palavras-chave: Rollinia mucosa, varia¢ao sazonal, exposi¢ao solar, impressao digital,

métodos quimiométricos
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INTRODUCAO

Uma das espécies mais consumidas da familia Annonaceae ¢ a Rollinia mucosa.
Rollinia mucosa ¢ uma arvore frutifera tropical indigena da India Ocidental e América
Central (Pettit et al., 1987). O fruto desta planta é conhecido como fruta do conde, pinha
e biriba. E uma arvore tropical popular no Brasil, México, Bolivia, Venezuela, entre
outros. Conhecida como uma arvore medicinal, diferentes partes da planta como, raizes,
caules, cascas, sementes e folhas podem ser empregadas na medicina popular por
apresentarem as seguintes propriedades: atividade antitumoral (Gu et al., 1997),
antineoplasica (Figueiredo et al., 1999), antimicrobiana e antifiungica (Kuo et al., 2001).
Entre os constituintes desta planta, as acetogeninas, conhecidas por apresentarem uma
potente atividade anticancerigena, sdo consideradas como os maiores principios ativos.
Uma vez que ¢ frequentemente utilizada como fonte de matéria-prima, ¢ importante
entender como a composi¢ao quimica desta planta varia de acordo com o tempo de
colheita e acessibilidade a luz.

As plantas produzem uma grande variedade de compostos orginicos que nao
estdo diretamente envolvidos nos processos primarios de crescimento e
desenvolvimento metabolomico. Os metabolitos secundarios sdo exclusivos para cada
espécie de planta e suas composi¢des variam durante o ano e de acordo com diferentes
acessibilidades a luz (Hussain et al., 2010; March e Clark, 2011). Eles representam
muitas classes de compostos de diferentes solubilidades, polaridades e também variagao
nas quantidades. Os fatores que podem coordenar ou alterar a taxa de producdo de
metabolitos sdo sazonalidade, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade de agua,
radiacdo ultravioleta e poluicdo do ar (Gobbo-Neto e Lopes, 2007). Considerando que

r

todos estes fatores afetam a quantidade de metabolitos ¢ importante considerar
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principalmente quando o material vegetal ¢ utilizado como suplemento dietético. O
momento em que a planta é coletada ¢ um dos fatores mais importantes, uma vez que a
quantidade e, at¢ mesmo a natureza dos componentes ativos, ndo € constante ao longo
do ano (Hussain et al., 2010).

Viarios pesquisadores tém estudado a adaptagdo das plantas em termos da
captagdo de energia da planta (irradiagdo), parametros fisiologicos das folhas expostas
ao sol e sombreadas, caracteristicas foliares de plantas cultivadas em niveis altos e
baixos de irradiacdo (Nobel, 1976; McCain et al., 1988; Terashima et al., 2001;
Terashima et al., 2006; Dias et al., 2007), variagdo genética e da resposta fenotipica em
parametros eco fisiologicos e morfologicos (Ramalho et al., 2002; Coelho et al., 2007;
Zhang e Bjorn, 2009).

A impressdao digital metabolomica fornece informagdes sobre a composicdo
quimica do material vegetal com a finalidade de analisar simultaneamente varios
metabolitos e ¢ descrita por uma variedade de técnicas analiticas apropriadas como,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CQ),
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM), espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (IV), entre outros (Gad et al., 2013). Por
outro lado, poucos estudos foram encontrados na literatura sobre a influéncia da
condi¢do sazonal e luminosidade solar sobre a composicao dos metabolitos.

Considerando a relevante atividade da Rollinia mucosa, mais estudos sdo
necessarios, tendo em vista a condi¢do sazonal e radiagdo solar sobre a composi¢do de
seus metabolitos. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi usar dados cromatograficos,
espectroscopicos no infravermelho, de massas e de ressonancia magnética nuclear para
analisar a variagdo da composi¢ao quimica dos metabolitos de folhas de Rollinia

mucosa cultivadas na sombra e ao sol e coletadas nas quatro estacdes climaticas por
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meio de impressdo digital metabdlica. O planejamento de misturas de cinco
componentes, etanol, acetato de etila, diclorometano, acetona e cloroférmio, e analise de
componentes principais (ACP) associados a dados espectroscopicos e cromatograficos

foram usados para comparar as impressdes digitais obtidas.

EXPERIMENTAL

Material Vegetal

As folhas de Rollinia mucosa foram coletadas entre abril de 2011 e janeiro de
2012 na Universidade Estadual de Londrina (UEL). As exsicatas da espécie Rollinia
mucosa cultivadas ao sol (FUEL 49.286) e autossombreada (FUEL 49.287) estdo
depositadas no Herbario da UEL. A secagem das folhas foi feita em temperatura

controlada (27°C) por nove dias.

Reagentes

Os solventes acetonitrila e metanol grau CLAE foram adquiridos da LiChrosolv.
A fase moével para cromatografia liquida de alta eficiéncia foi preparada usando agua
ultra pura preparada com um sistema de purificacdo Millipore Plus Milli-Q. Etanol,
acetato de etila, diclorometano, acetona e cloroformio foram adquiridos da FMaia e sdo
todos de grau analitico. Para o preparo das amostras analisadas por espectrometria de
massa foi utilizado 4cido férmico P.A. 85% da VETEC e metanol grau LC-MS da
Sigma-Aldrich. Para as andlises por RMN foi utilizado dimetilssulféxido deuterado

(DMSO0O-d6) com 99,9% de pureza da Sigma-Aldrich.
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Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados usando misturas de cinco componentes, () etanol,
(a) acetato de etila, (d) diclorometano, (A) acetona e (c) cloroférmio, e suas proporgdes
variam de acordo com um planejamento centroide simplex (Barros Neto et al., 2010). A
propor¢do de cada solvente usado na mistura para a extracdo estdo especificadas na
Tabela 1. Trinta e trés extragdes foram realizadas com 31 misturas diferentes e dois
outros ensaios foram realizados no ponto central. Cada extrato foi preparado pesando-se
2 g de folhas secas e adicionado 15 ml de solvente puro ou da mistura de solventes de
acordo com a Tabela 1. Estas misturas foram colocadas num banho de ultrassom
(Unique, modelo USC 1400) durante 60 minutos com a agua do banho trocada a cada
30 minutos para evitar o aquecimento. Os extratos foram filtrados através de papel de
filtro para separar a solugdo dos pequenos pedacos de folhas, e a solucdo foi
armazenada em frascos previamente identificados e pesados. Este procedimento foi
repetido mais catorze vezes, de modo que o volume total da mistura de solvente
adicionado as folhas foi de 225 mL. O excesso de solvente foi evaporado num
evaporador rotativo, removendo todo o solvente ainda presente na amostra até atingir

peso constante (Souza et al., 2009; Afonso et al., 2015b).

Anélises por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para as anélises cromatograficas, 3,0 mg do extrato foram dissolvidos em 1,0
mL de metanol. Foi adicionado 20 puL desta solugao em 10 mL da fase movel composta
por 35% de metanol, 35% de acetonitrila e 30% de agua. As amostras foram filtradas
em filtro de nylon de 0,20 um da Chromafil e analisadas imediatamente. As condi¢oes
cromatograficas foram: coluna C18 Kinetex 2,6 um 100 A Phenomenex, com

dimensdes de 100 mm x 4,6 mm, volume de injecdo de 20 uL e vazao da fase mével de
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1,0 mL min™. A anélise foi realizada em um cromatografo liquido Finnigan Surveyour
Thermo Scientific equipado com detector de arranjo de diodos. O tempo de corrida foi
de 15 minutos, com elui¢do isocratica ¢ monitorada em 210, 220 e 280 nm. Os dados

foram processados usando o programa ChromQuest 4.2.

Tabela 1. Proporg¢des dos solventes usados na extragdo de acordo com o planejamento

centroide simplex.

Solvente Extrator

Amostras e a d A c
1 etanol (e) 1 0 0 0 0
2 acetato de etila (a) 0 1 0 0 0
3 diclorometano (d) 0 0 1 0 0
4 acetona (A) 0 0 0 1 0
5 cloroférmio (¢) 0 0 0 0 1
6 ea 1/2 1/2 0 0 0
7 ed 1/2 0 1/2 0 0
8 e:A 1/2 0 0 1/2 0
9 e:c 1/2 0 0 0 1/2
10 a:d 0 1/2 1/2 0 0
11 a:A 0 1/2 0 1/2 0
12 a:c 0 1/2 0 0 1/2
13 d:A 0 0 12 12 0
14 A:c 0 0 0 12 1/2
15 d:c 0 0 12 0 1/2
16 e:a:d 1/3 1/3 1/3 0 0
17 e:A:c 1/3 0 0 1/3 1/3
18 e:a:c 1/3 1/3 0 0 1/3
19 e:d:c 1/3 0 1/3 0 1/3
20 c:a:A 1/3 1/3 0 1/3 0
21 d:A:c 0 0 1/3 1/3 1/3
22 a:A:c 0 1/3 0 1/3 1/3
23 a:d:c 0 1/3 1/3 0 1/3
24 a:d:A 0 1/3 1/3 1/3 0
25 e:d:A 1/3 0 1/3 1/3 0
26 e:a:d:A 1/4 1/4 1/4 1/4 0
27 a:d:A:c 0 1/4 1/4 1/4 1/4
28 e:d:A:c 1/4 0 1/4 1/4 1/4
29 e:a:A:c 1/4 1/4 0 1/4 1/4
30 e:a:d:c 1/4 1/4 1/4 0 1/4

31 e:a:d:A:c 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5
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Analises espectroscipicas na regido do infravermelho

Para a andlise por infravermelho foi usado um espectrofotometro FT-IR Nicolet
iS 10 no modo ATR (do inglés, Attenuated Total Reflection) da Thermo Scientific. Os
extratos secos foram colocados no cristal de germanio e com o auxilio de uma prensa
foi obtido um filme de mesma espessura para todas as amostras sobre este cristal. Os
espetros foram registrados na regido de 4000-675 cm™, com resolugio de 4 cm™ e 32

Scans.

Andlises por ressonancia magnética nuclear

A analise por RMN foi realizada a 25°C em um espectrometro Advance I1I 400
MHz da Bruker acoplado com uma sonda BBI de 5 mm para espectros de 'H e "°C. Os
pardmetros de aquisi¢do dos espectros de RMN de 'H foram: 65.536 niimeros de pontos
de dados; 8.012 Hz de largura espectral; tempo de aquisi¢do de 4,000 s; tempo de atraso
de 1,0 s; 128 numeros de scans. Os parametros para a aquisi¢ao dos espectros de RMN
de "C foram: nimero de pontos de dados de 32.768; largura espectral de 24.038 Hz;
tempo de aquisicao de 1,363 s; tempo de atraso de 2,0 s; nimero de scans de 9.216. Para
o preparo da amostra foi pesado 80 mg do extrato e adicionado 0,50 ml de solvente

dimetilssulfoxido deuterado (DMSO-d6).

Andlises por espectrometria de massas

As amostras foram preparadas pesando-se 3,0 mg do extrato bruto e dissolvendo
em 1,0 mL de metanol grau MS. Esta solu¢ao foi diluida em metanol com 1% de acido
formico seguida de diluicdo para obtencdo de uma solucao de concentracao 1x10° mg
mL™". A anélise foi operada em um espectrdmetro de massas LC-MS/MS da Bruker

quadrupolo no modo positivo como forma de avaliar as diferentes propriedades dos
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compostos presentes no extrato. Os dados foram adquiridos no modo de varredura
usando uma gama de m/z de 83 a 1500 Da. Os dados foram processados usando o

software Compass data analysis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Impresséo digital cromatogréafica

Os dados cromatograficos foram submetidos a andlise de componentes
principais normalizadas pelo autovalor (analise de fatores) para visualizar a
discriminacdo das amostras em virtude da separacdo dos metabolitos presentes nas
folhas nas diferentes condi¢des de luminosidade (Figura 1). Os cromatogramas foram
organizados em uma matriz de 1800 linhas e 66 colunas, onde cada linha representa a
absorvancia em unidade arbitraria em cada tempo de reteng¢do e as colunas os extratos
(33 extratos de acordo com o planejamento estatistico de misturas para cada amostra).
Os cinco primeiros fatores explicam 95,87% da variancia total dos dados para as
amostras coletadas no inverno, sendo que o 1° e a 5° explicam 82,22% da variancia total
dos dados. Ja para as amostras coletadas no verao, a variancia total acumulada para os 5
primeiros fatores € de 95,45%, e o0 1° e 5° juntos explicam 84,64%. Embora o 5° fator
tenha baixa variancia ele traz informagao quimica relevante quanto as espécies quimicas
presentes na discrimina¢do amostral.

A Figura la mostra a variagdo dos dados distribuidos no grafico dos escores do
Fator 1 x Fator 5 para os extratos de folhas coletadas no inverno em condig¢des de sol e
sombra. O grafico de discriminacdo mostra aleatoriedade dos extratos, ndo ocorrendo
separacao de todos os pontos do planejamento de misturas em virtude da exposi¢ao

solar da folha nesta estagdo. A separagdo em relagdo a luminosidade solar que as folhas
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recebem ocorre nas amostras extraidas com as misturas terndrias etanol:acetato de
etila:diclorometano (ead) e acetato de etila:acetona:cloroférmio (aAc) e a quaternaria
etanol:acetato de etila:diclorometano:cloroférmio (eadc), sendo o Fator 5 o responsavel
por essa discriminagao.

No verdo (Figura 1b) a discriminag@o das amostras ocorreu majoritariamente em
virtude da disposicao das folhas nas duas diferentes condi¢des de luminosidade solar.
Na regido negativa do fator 5 localizaram-se principalmente as amostras de folhas
expostas ao sol, enquanto no Fator 5 positivo os extratos de folhas autossombreadas
estdo presentes. Destacando-se os mesmos extratos que foram discriminados no grafico
dos escores das amostras coletadas no inverno, apenas o extrato da mistura quaternaria
eadc mostrou separacdo em relagdo a exposigdo solar das folhas coletadas no verao.
Neste sentido, entende-se que amostras de folhas com diferente exposicdo ao sol
apresentam variagdes metabolomicas relacionadas a sazonalidade, e que a variacdo nas
propriedades do solvente extrator discrimina amostras de folhas autossombreadas e

expostas ao sol.
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Figura 1. Escores do Fator 1 x Fator 5 dos cromatogramas dos extratos do
planejamento experimental de folhas de Rollinia mucosa sombreadas e expostas ao sol e

coletadas no a) inverno ¢ b) verao.
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Nota-se que tanto para as amostras coletadas no inverno quanto para as do verao

ndo ocorre discriminacdo em relagdo a exposicdo solar da mistura bindria

diclorometano:cloroféormio (dc), sendo que no verdo estes pontos do planejamento

estatistico estdo separados dos demais. A Figura 2 mostra os escores do F1 x F5 das

amostras coletadas no verdo onde os extratos dc foram retirados da matriz de dados e os

escores recalculados. Neste grafico € possivel observar uma separagdo mais efetiva em

relacdo a exposi¢do solar das folhas coletadas no verdo, além de mostrar que outros

pontos do planejamento de misturas também sao efetivos na discriminagdo de amostras

de folhas autossombreadas e expostas ao sol.

Os extratos preparados com a mistura quaternaria eadc foram discriminados em

ambas as estagdoes. Os espectros UV-DAD dos picos cromatograficos mostram

diferengas metabdlicas em relagdo a sazonalidade e acessibilidade a luz.
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Figura 2. Escores do Fator 1

x Fator 5 dos cromatogramas dos extratos do

planejamento experimental de folhas de Rollinia mucosa sombreadas e expostas ao sol e

coletadas no verdo excluindo o extrato diclorometano:cloroformio.
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A Figura 3 mostra os loadings do Fator 5. Neste fator ¢ possivel visualizar os
loadings responsaveis pela discriminagdo das amostras coletadas no inverno em relagdo
aos solventes e os espectros UV-DAD para estes loadings.

Os extratos localizados na regidao positiva do Fator 5 (extratos ead, aAc e eadc
de folhas expostas ao sol)contém maior abundancia relativa de metabolitos com tempo
de reten¢do de 0,90; 1,22 e 1,41 minutos, enquanto que na regido negativa do Fator 5
(extratos ead, aAc e eadc de folhas autossombreadas) estdo localizados os extratos com

maior quantidade de compostos com tempo de retencao em 1,85 e 2,56 minutos.
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Figura 3. Loadings do Fator 5 da analise de fatores e os respectivos espectros UV-DAD

de folhas sombreadas e expostas ao sol coletadas no inverno da Rollinia mucosa.
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A Figura 4 mostra os loadings do Fator 5 para as amostras coletadas no verao.
Observa-se nesta figura 9 picos de maior peso na discrimina¢do amostral, contra 5 das

amostras coletadas no inverno.
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Figura 4. Loadings do Fator 5 da analise de fatores e os respectivos espectros UV-DAD

de folhas sombreadas e expostas ao sol coletadas no verdo da Rollinia mucosa.
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As amostras expostas ao sol, que majoritariamente se encontram na regiao
negativa do Fator 5 (expostas ao sol), apresentam trés perfis de maior peso no processo
de discriminagdo amostral. Sdo os perfis nos tempos de reten¢do de 0,94; 1,86 e 2,65
minutos. Apesar do Fator 5 apresentar maior numero de picos com loadings positivos,
os picos do fator negativo apresentam maior peso. As amostras coletadas no verdo
apresentaram maior diversidade de metabolitos comparada com aquelas do inverno.

A maioria dos perfis UV-DAD de maior peso apresentam absorbancia entre 200
e 215 nm, que sdo atribuidas as transi¢oes eletronicas do tipo HOMO - LUMO (orbital
molecular ocupado de mais alta energia = Orbital molecular desocupado de mais baixa
energia). Absor¢ao nesta regido & caracteristico de grupos cromoéforos, principalmente
nitro (-NO,; 210 nm), carboxila (-COOH; 200-210 nm) e éster (-COOR; 205 nm)
(Arnason et al., 1995). Sendo as acetogeninas, compostos especializados presentes nas
plantas da familia Annonaceae, estas apresentam absor¢ao nesta regido em fun¢do do

grupo éster presente nas y-lactonas.

Impresséo digital espectroscopica no infravermelho

A andlise de fatores também foi realizada no espectro completo de
infravermelho composta de uma matriz de 1725 variaveis por 66 amostras (extratos
obtidos pelo planejamento de misturas para folhas coletadas ao sol e sombra), para
quatro conjuntos de dados (primavera, verdo, outono e inverno). Os quatro primeiros
fatores, para primavera, verdo, outono € inverno apresentam varidncia acumulada de
99,27%, 99,36%, 99,61% e 99,77%, respectivamente.

A figura 5 mostra os escores da andlise de fatores para as quatro estacdes
climaticas. Fica evidente que as estacdes verdo e outono apresentam diferenca

metabolomica mais acentuada entre as amostras de sol e sombra.
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Figura 5. Escores da analise de fatores do F3 x F4 dos espectros de infravermelho dos

extratos do planejamento experimental de folhas de Rollinia mucosa sombreadas e

expostas ao sol coletadas na a) primavera, b) verdo, c) outono e d) inverno.

Assim como nos dados cromatograficos, a andlise de fatores dos dados de

infravermelho mostrou discriminacdo em funcdo da acessibilidade de luz solar que a

folha recebe ao longo das quatro estagdes climaticas nos extratos eadc. A separagdo ¢

mais efetiva nas amostras provenientes de folhas coletadas no verdo e no outono. As

amostras de folhas expostas ao sol estdo localizadas na regido na regido positiva do F3

tanto no verdo quanto no outono e mostram que nessas estacdes a incidéncia de radiagdo

solar interfere na producdo e/ou quantidade de metabdlitos da planta.

O grafico dos loadings dos Fatores 3 e 4 (Figura 6) mostra as variaveis com

maior influéncia na separagdo das amostras. Na primavera (Figura 6a) e inverno (Figura
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6d) o Fator 4 foi responsavel pela separagdo dos extratos eadc do sol e da sombra pelos
numeros de onda em 1755 cm™ (vC=0), 2856 ¢ 2927 cm™ (vC-H) e 3435 cm™ (vO-H)
na primavera e em 1758 cm’ (vC=0), 2850 ¢ 2920 cm’! (vC-H) no inverno. Nas Figuras
6b (verdo) e 6¢ (outono) observa-se uma boa separacdo entre as amostras do sol e da
sombra, sendo que os maiores pesos para a discriminacdo dessas amostras sao o0s
nameros de onda em 1061 cm™ (vC-0), 1755 cm™ (vC=0), 2850 ¢ 2920 cm™ (vC-H) ¢
3312 cm™ (vO-H) para o verdo e em 1049 cm™ (vC-0), 1475 (vC=C), 2850 ¢ 2920 cm’'
(vC-H) ¢ 3305 cm™ (vO-H) para o outono. Esses numeros de onda sdo caracteristicos de
grupos funcionais presentes nas acetogeninas, ¢ tem maior influéncia na separacio das

amostras de folhas expostas ao sol, com destaque para a mistura quaternaria eadc.

a) Primavera —— Fator3 b) 6] Verdo 2020 ’Iza:orj
—— Fator.

Loadings
Loadings

T T T T T T T T T
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Figura 6. Loadings da ACP dos espectros de infravermelho de folhas sombreadas e

expostas ao sol coletadas na a) primavera, b) verdo, c) outono e d) inverno.
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A variacao de bandas e suas intensidades nos espectros de infravermelho podem
estar relacionadas com o tipo de acetogenina presente em cada extrato, de acordo com a
quantidade de anel tetrahidrofurano e tipo de lactona na extremidade da cadeia
carbonica. Essas mudangas em relagdo ao anel tetrahidrofurano e a terminagdo lactona
provocam variagdes nas frequéncias e intensidades dos sinais nos espectros de
infravermelho, por exemplo, lactona saturada apresenta banda em 1770 cm™ enquanto
que a insaturada em 1745 cm™ (Rupprecht et al., 1990).

A produgdo de diferentes acetogeninas e seus precursores em virtude dessas
variagoes também pode ter significativas mudangas na quantidade ou até mesmo no tipo
de compostos produzidos nas diferentes estacdes do ano ou em relacdo a variagdo de

exposicao solar da planta.

Anélises por espectrometria de massas e RMN

Para explorar os principais compostos encontrados nas plantas da familia
Annonaceae, a andlise por espectrometria de massas foi baseada na estrutura basica das
acetogeninas. O extrato com a mistura quaternaria eadc de folhas autossombreadas e
coletadas no verdo mostrou pico [M + Na]' de m/z 619,46 ¢ 645,47 podendo ser
atribuidos, respectivamente, as acetogeninas annonacina A (C3;sHgO7), que tem massa
calculada de 619,45 e annonastatina (Cs;gH70Og), que tem massa calculada de 645,50
(Rupprecht et al., 1990). De acordo com a literatura, também foram observados os
fragmentos no espectro de massa dessas substancias, sugerindo a presenga das mesmas
ou de outras acetogeninas com o mesmo tipo de estrutura no extrato das folhas de
Rollinia mucosa, ¢ este resultado é confirmado pelos dados de ressonancia magnética

nuclear.
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Os resultados obtidos por RMN mostraram sinais caracteristicos de anel mono-
tetrahidrofurano com duas hidroxilas nos carbonos adjacentes e de y-lactona a,p-
insaturada confirmando os resultados obtidos nas andlises por espectroscopia no
infravermelho. A Figura 7 mostra os carbonos numerados na estrutura do anel THF e da

y-lactona presente nas acetogeninas.

Figura 7. Estrutura da y-lactona o,p-insaturada e do anel mono-tetrahidrofurano com

duas hidroxilas nos carbonos adjacentes, presentes em diversas acetogeninas.

A Tabela 2 mostra os dados de RMN de "*C dos carbonos que nio realizam
ligagdes com o hidrogénio, afim de, comparar os valores experimentais com os da
literatura que sdo caracteristicos de cada carbono na estrutura das acetogeninas. A
Tabela 3 mostra os dados de RMN 2D do mapa de contorno HMQC onde ¢ possivel
observar os valores dos carbonos e hidrogénios que estdo ligados e compara-los com os
valores encontrados na literatura das acetogeninas annonacina A e annonastatina

(Rupprecht et al., 1990).

Tabela 2. Dados de RMN de *C do extrato eadc de folhas autossombreadas coletadas

no verdo e das acetogeninas annonacina A e annonastatina (DMSO, 9).

Posicao extrato eadc annonacina A* annonastatina*®
1 174,74 174,68 174,65
2 131,19 131,14 131,21

*Rupprecht et al., 1990
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Tabela 3. Dados de RMN 2D do mapa de contorno HMQC do extrato eadc de folhas
autossombreadas coletadas no verdo e das acetogeninas annonacina A e annonastatina

(DMSO, ).

extrato eadc annonacina A* annonastatina*®
Posicao
C H C H C H
3 151,68 7,37 151,93 7,17 151,81 7,17
4 77,93 5,09 78,03 5,02 77,99 5,05
5 19,41 1,50 19,10 1,42 19,12 1,42
6 73,03 3,26 71,62 3,40 74,08 3,40
7 82,32 3,71 82,32 3,82 83,21 3,84
8 82,05 3,76 82,31 3,82 81,82 3,84
9 74,20 3,16 74,36 3,40 74,07 3,40

*Rupprecht et al., 1990

CONCLUSAO

A quimiometria aliada aos dados obtidos por técnicas analiticas provou ser uma
ferramenta Util na investigacdo da composi¢ao quimica dos extratos. Com a aplicagdo
de métodos quimiométricos associados aos dados espectroscopicos e cromatograficos
foi possivel tragar o perfil dos diferentes extratos identificando qualitativamente os
grupos de composigdes quimicas diferentes.

As andlises de fatores aplicadas nos espectros cromatograficos indicaram que o
extrato quaternario eadc é discriminado em fung@o da acessibilidade de luz solar que a
folha recebe tanto nas amostras do inverno quanto no verdao e os espectros UV-DAD
mostrou absor¢cdo na regido caracteristica do grupo éster, que esta presente nas

acetogeninas por meio da terminacao y-lactona.
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Os escores dos dados espectroscopicos mostraram que as amostras expostas ao
sol sdo discriminadas das autossombreadas, principalmente, de folhas coletadas no
verdo e outono com destaque para a mistura quaternaria eadc do planejamento
experimental centroide simplex. Os numeros de onda de estiramento C-H, estiramento
C=0, estiramento C-O e estiramento O-H nos espectros de infravermelho tiveram maior
influéncia na separacdo das amostras de folhas expostas ao sol na andlise de fatores e
sdo caracteristicos de grupos funcionais presentes nas acetogeninas.

Os dados de espectrometria de massa e RMN apresentaram sinais caracteristicos
do anel tetrahidrofurano e da y-lactona a,B-insaturada, indicando a presenga de

acetogeninas nos extratos das folhas de Rollinia mucosa.
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Resumo

Espécies da familia Annonaceae sdo utilizadas na medicina tradicional e varias
acetogeninas antitumorais foram isoladas das folhas de Annona muricata e Rollinia
mucosa. Amostras de folhas (autossombreadas e expostas ao sol) destas espécies foram
coletadas durante o inverno e o verdo. Os extratos foram preparados a partir de misturas
de cinco solventes de acordo com um planejamento centroide simplex. Os extratos das
plantas foram analisados num cromatografo liquido de alta eficiéncia com detecgdo por
arranjo de diodos (CLAE-DAD) e processados por resolugdo multivariada de curvas por
minimos quadrados alternantes (MCR-ALS) e modo discriminante no desdobramento
da regressdo por minimos quadrados parciais (D-UPLS). O objetivo foi verificar se a
resolugdo quimiométrica dos perfis cromatograficos poderia ajudar na discriminacdo de
amostras de acordo com a classificagdo taxondmica, exposi¢do ao sol e/ou época de
colheita. Os resultados indicaram que os extratos contendo etanol como solvente
principal apresentaram discriminacdo de plantas autossombreadas das plantas expostas
ao sol e a época da colheita da Annona muricata. Além disso, a analise por D-UPLS
permitiu a discriminagdo taxondmica entre os extratos de Annona muricata e Rollinia

mucosa.

Palavras-chave: Annona muricata, Rollinia mucosa, cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos, resolucdo multivariada de curvas,

regressao por minimos quadrados parciais.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas como medicamento por centenas de
anos em todo o mundo. No entanto, elas ndo foram reconhecidas oficialmente devido a
falta de metodologia de pesquisa para avaliagdo dessas plantas e suas preparagdes (Gad
et al., 2013). As plantas tem recebido atengdo especial na area da farmacologia devido
as propriedades farmacologicas de seus metabdlitos ativos. Porém, ainda existem
inimeras espécies de plantas que ndao foram identificadas e suas propriedades
medicinais sao desconhecidas (Moghadamtousi et al., 2014).

A Annonaceae ¢ uma familia de arvores tropicais e subtropicais, compreendendo
mais de 2000 espécies. Muitas espécies desta familia sdo utilizadas na medicina
tradicional (Rupprecht et al., 1990), devido a presenga das acetogeninas de annonacea,
um grupo de compostos derivados de acidos graxos de cadeia longa com propriedades
antitumorais, encontrada exclusivamente na familia Annonaceae (Alali et al., 1999; Gu
et al., 1999). Annona muricata e Rollinia mucosa sido espécies importantes pertencentes
a familia Annonaceae. Estas duas espécies sdo amplamentes encontradas em varias
regides do Brasil. Annona muricata ¢ uma pequena arvore cultivada ao longo dos paises
tropicais ¢ ¢ conhecida popularmente como graviola (Moghadamtousi et al., 2014).
Suas folhas, raizes, frutos e sementes tém sido usados na medicina natural (Souza et al.,
2009) pelo seu efeito antioxidante e pelo tratamento de diabetes (Florence et al., 2014) ¢
cancer (Astirin et al., 2013). Ciclohexapeptideo e acetogeninas foram os principais
compostos fitoquimicos descritos na literatura, a partir desta planta medicinal
(Gajalakshmi et al., 2012). Rollinia mucosa também ¢é uma arvore tropical indigena
originaria das Antilhas e América Central. Folhas, caules e raizes desta espécie, ou

espécies estreitamente relacionadas, tém sido utilizados para o tratamento médico
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tradicional de tumores na India Ocidental e na Indonésia (Shi et al., 1997). Assim como
na Annona muricata, muitas acetogeninas tém sido isoladas a partir das folhas de
Rollinia mucosa (Chen et al., 1996). Além disso, em muitos estudos descritos na
literatura, alcaldides aporfinos foram isolados desta planta (Kuo et al., 2001). A
diversidade estrutural das acetogeninas e seletividade das agdes bioldgicas, contra
células tumorais, tem estimulado a pesquisa por novos compostos dessa classe de
substancias bioativas (Gu et al., 1997). Sua estrutura basica tem geralmente o anel
tetrahidrofurano (THF) e um terminal y-lactona (Shi et al., 1996).

Como ndo existe um método padrao para diferenciar extratos de plantas ¢
necessario desenvolver um método de impressdo digital para discrimina¢do taxondmica,
autenticidade ou classificacdo de diferentes plantas medicinais. A técnica mais utilizada
para este fim é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a diferentes
detectores como o arranjo de diodos (DAD) e/ou espectrometria de massas (EM) (Qin et
al., 2009; Gad et al., 2013). No entanto, a complexidade dos resultados analiticos
obtidos por CLAE na analise de plantas medicinais tém sido um obstaculo (Garza-
Juarez et al., 2011). Portanto, a combinagdo de técnicas instrumentais com analise
quimiométrica multivariada pode ajudar a solucionar este problema revelando padrdes
latentes nos dados, o que pode permitir a discriminacdo das amostras (Soares e
Scarminio, 2008; Cheng et al., 2010; Sun et al., 2010; Wang et al., 2012; Seifi et al.,
2014). Em muitos trabalhos o conjunto de dados das amostras analisadas consistiu em
um vetor com a informagao relevante que € organizada em uma matriz das amostras a
serem processadas com ferramentas quimiométricas (dados de primeira ordem).
Técnicas espectroscopicas tais como ressonancia magnética nuclear (RMN) e
infravermelho com transformada de Fourier, combinada a analise multivariada tém sido

usadas com sucesso para resolver problemas como discriminagdo de espécies e formas
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de cultivo de plantas, perfil de metabdlitos e controle de qualidade de alimentos ou
medicamentos (Zhao et al., 2011).

Neste trabalho, foi realizado um estudo dos extratos das folhas (autossombreadas
e expostas ao sol) coletadas durante o inverno e verdo das plantas Annona muricata e
Rollinia mucosa. Os extratos foram injetados num sistema de CLAE-DAD e os
conjuntos de dados obtidos (dados de segunda ordem, isto €, uma matriz de tempos de
eluicdo Vs perfis espectrais UV-visivel para cada amostra) foram processados por dois
diferentes algoritmos quimiométricos: resolugdo multivariada de curvas por minimos
quadrados alternantes (MCR-ALS, do inglés multivariate curve resolution alternating
least squares) (Tauler, 1995) ¢ desdobramento na regressdo por minimos quadrados
parciais (UPLS, do inglés unfolded partial least squares) (Wold et al., 1987) empregado
no seu modo discriminante (D-UPLS) (Arancibia et al., 2008). Os objetivos foram a
resolugdo quimiométrica de perfis das acetogeninas nos modos representados por tempo
de eluicdo e perfis espectrais, ¢ a utilizagdo destas informagdes na discriminagdo de
amostras de acordo com a classificacdo taxondmica, exposi¢do ao sol ou é€poca de

colheita.

EXPERIMENTAL

Material Vegetal

As folhas foram coletadas durante o inverno (julho de 2011) e verdo (janeiro
2012) de acordo com as condi¢des de luminosidade solar (folhas autossombreadas e
expostas ao sol) no campus da Universidade Estadual de Londrina, em Londrina,
Parana, Brasil. A exsicata da Annona muricata de folhas autossombreadas (49.284),

Annona muricata de folhas expostas ao sol (49.285), Rollinia mucosa de folhas
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expostas ao sol (49.286) e Rollinia mucosa de folhas autossombreadas (49.287) foram
depositadas no Herbario da Universidade Estadual de Londrina. A secagem das folhas
foi feita em 25°C por nove dias e as amostras foram estocadas em local com

temperatura e umidade controlada.

Reagentes

Os solventes de grau analitico etanol, acetato de etila, diclorometano, acetona e
cloroférmio foram adquiridos da FMaia. As misturas para a fase movel foram feitas
usando agua ultrapura preparada com sistema de purificacdo Millipore Plus Milli-Q e os

solventes acetonitrila e metanol grau CLAE foram adquiridos da LiChrosolv.

Preparo dos extratos

Os extratos foram preparados usando mistura de cinco solventes: (e) etanol, (a)
acetato de etila, (d) diclorometano, (A) acetona, e (c) cloroférmio, e as suas proporcdes
variam de acordo com um planejamento experimental centroide simplex (Barros Neto et
al., 2010). Foram preparados 31 diferentes extratos sendo o ponto central realizado em
triplicata. Cada extrato foi preparado pesando 2,0 g de folhas secas e adicionado 15,0
mL de solvente extrator de acordo com a Tabela 1. Estas misturas foram deixadas em
banho de ultrassom (Unique, modelo Ultracleaner 1400) por 60 minutos. Os extratos
foram filtrados com papel de filtro para separar a solucao das folhas. Este procedimento
foi repetido por mais 14 vezes, e o volume total de solvente extrator adicionado as
folhas foi 225,0 mL. O solvente foi evaporado em evaporador rotatdério (Fisaton 801)
removendo todo o solvente que estivesse presente na amostra, até atingir peso constante

(Souza et al., 2009).
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Tabela 1. Proporgao dos solventes e suas misturas usadas na extragdo de acordo com o

planejamento experimental centroide simplex.

Solvente Extrator

Amostras etanol acetato de etila diclorometano acetona cloroformio
1 etanol (e) 1 0 0 0 0
2 acetato de etila (a) 0 1 0 0 0
3 diclorometano (d) 0 0 1 0 0
4 acetona (A) 0 0 0 1 0
5 cloroférmio (c) 0 0 0 0 1
6 ea 1/2 1/2 0 0 0
7 e.d 1/2 0 1/2 0 0
8 c:A 1/2 0 0 1/2 0
9 e:c 1/2 0 0 0 1/2
10 a:d 0 1/2 1/2 0 0
11 a:A 0 1/2 0 1/2 0
12 a:.c 0 1/2 0 0 1/2
13 d:A 0 0 1/2 1/2 0
14 A:c 0 0 0 1/2 1/2
15 d:c 0 0 1/2 0 1/2
16 e:a:d 1/3 1/3 1/3 0 0
17 e:A:c 1/3 0 0 1/3 1/3
18 e:a:c 1/3 1/3 0 0 1/3
19 e:d:c 1/3 0 1/3 0 1/3
20 e:a:A 1/3 1/3 0 1/3 0
21 d:A:c 0 0 1/3 1/3 1/3
22 a:A:c 0 1/3 0 1/3 1/3
23 a:d:c 0 1/3 1/3 0 1/3
24 a:d:A 0 1/3 1/3 1/3 0
25 e:d:A 1/3 0 1/3 1/3 0
26 e:a:d:A 1/4 1/4 1/4 1/4 0
27 a:d:A:c 0 1/4 1/4 1/4 1/4
28 e:d:A:c 1/4 0 1/4 1/4 1/4
29 e:a:A:c 1/4 1/4 0 1/4 1/4
30 e:a:d:c 1/4 1/4 1/4 0 1/4
31 e:a:d:A:c 1/5 1/5 1/5 1/5 1/5

Preparo das amostras

Cada amostra foi preparada pesando-se 3,00 mg do extrato bruto e dissolvendo
em 1,00 mL de metanol. 20,0 uL de cada extrato foi adicionado a 10,0 mL da fase

movel (35% de metanol, 35% de acetonitrila e 30% de dgua). Em seguida, as amostras
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foram filtradas em filtro de 0,20 pm CHROMAFIL® XTRA PTFE-20/25 e analisadas

imediatamente.

Analises por CLAE-DAD

A separacgdo foi feita em uma coluna cromatografica Kinetex C18 2.6 um com
dimensdes de 100 mm x 4,6 mm (Phenomenex). O tempo de elui¢do foi de 15 minutos,
vazido da fase movel de 1,00 mL min” e volume de injegdo de 20,0 uL. A analise foi
realizada em um cromatografo liquido de alta eficiéncia SPD-M10AV Finnigan
Surveyor com detector de arranjo de diodos (DAD) da Thermo-Electron Corporation. A
eluicdo foi isocratica em fase reversa monitorada de 190 a 800 nm e os dados

processados usando o programa ChromQuest 4.2.

Analise dos dados multivariados

Os dados cromatograficos foram processados por MCR-ALS e D-UPLS e
aplicados usando MVC?2 (do inglés, multivariate calibration 2) escritos para MATLAB
(versdo 7.0) (Olivieri e Escandar, 2014). Analise das componentes principais (ACP)
também foi aplicada usando o programa MATLAB. Para realizar o estudo, em tempos
computacionais aceitaveis, foi necessario reduzir os dados obtidos por CLAE-DAD.
Cada amostra submetida a analise gerou uma matriz de dados de 200 x 106 pontos
(tempos de elui¢do de 0 a 5 minutos medidos a cada 6 segundos, e os espectros UV de

190 a 400 nm medidos em intervalos de 2 nm, respectivamente).
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Resolugdo multivariada de curvas por minimos quadrados alternantes
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Os dados obtidos por CLAE-DAD do extrato com etanol das folhas

autossombreadas e coletadas no inverno da Annona muricata esta mostrado na Figura 1

na forma de uma superficie tri-dimensional. Como pode ser visto, a identificacdo de um

composto em particular (por exemplo, acetogeninas) por inspe¢ao visual deste tipo de

conjuntos de dados exigiria muito tempo e seria ineficiente. Portanto, a selecdo

adequada de algoritmos de processamento de dados pode permitir a extragdo de padrdes

para resolver perfis dos componentes em termos dos seus cromatogramas e espectros de

UV-Visivel. A informagdo obtida por UV-Visivel pode auxiliar na identificacdo de

acetogeninas, que tém absor¢ao espectral conhecida com bandas na faixa de 200-230

nm (Rupprecht et al., 1990).
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Figura 1. Superficie tri-dimensional dos dados obtidos por CLAE-DAD (0-5 min e

190-400 nm) do extrato com etanol das folhas autossombreadas e coletadas no inverno

da Annona muricata.
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A resolugdo multivariada de curvas refere-se a um conjunto de métodos que se
propde a recuperar perfis de resposta (perfis espectrais UV-Visivel, perfis de eluicdo,
etc.) dos constituintes quimicos ndo resolvidos de uma mistura. Para processar os dados
de segunda ordem obtidos por CLAE-DAD para um grupo de amostras, o MCR-ALS
foi aplicado, o que gerou uma matriz de dados aumentada, colocando todas as matrizes
de amostras individuais adjacentes umas as outras, no sentido de aumentar as colunas
ou as linhas das matrizes. Isto permite que um modelo, por meio de restricdes
adequadas que dao significado fisico para as solug¢des obtidas, resolva os perfis de cada
um dos componentes nas varias amostras.

Viarias abordagens foram testadas no processamento dos dados obtidos pelos
diferentes meios de extragcdo do planejamento centroide-simplex. Primeiramente foram
estudados os dados gerados de cada extrato das plantas, aplicando o MCR-ALS com a
intengdo de discriminar simultaneamente as amostras extraidas de acordo com a
classificagdo taxondmica (Annona muricata (A) ou Rollinia mucosa (R)), tempo de
colheita (inverno (I) ou verdo (V)), e também condigdes de luminosidade solar
(autossombreada (Sb) ou exposi¢do solar (Sol)). Portanto, oito classes foram
consideradas: 1 (ASbI), 2 (ASbV), 3 (ASoll), 4 (ASolV), 5 (RSbI), 6 (RSbV), 7 (RSoll)
e 8 (RSolV). Porém, a ACP dos dados processados por MCR-ALS dos extratos da
Rollinia mucosa ndo permitiram uma classificagdo satisfatoria como para a Annona
muricata.

As amostras foram divididas em cinco categorias, de acordo com a presenga de
um determinado solvente em cada extrato. Isso significa que todas as amostras de
extrato com etanol pertenciam ao mesmo grupo € com os outros solventes foi realizado
um processo analogo. O objetivo desta divisao foi explorar a diversidade da composi¢ao

dos metabdlitos extraidos de um solvente particular que estivesse sempre presente em
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cada extrato. Posteriormente, 0 MCR-ALS foi aplicado aos dados de CLAE-DAD de
trés diferentes amostras de plantas: Annona muricata autossombreadas coletadas no
verdo (ASbV), Annona muricata expostas ao sol coletados no inverno (ASoll) ¢ Annona
muricata expostas ao sol coletados no verdo (ASolV).

Para organizar as matrizes de dados, cada amostra de planta (ASbV, ASoll ou
ASolV) foi dividida de acordo com o solvente, de tal maneira que 16 misturas
experimentalmente obtidas continha um solvente em comum. Os dados foram dispostos
de forma que o modo aumentado da matriz ocorresse na direcdo das colunas, ou seja,
uma matriz de dados foi colocada ao lado uma das outras para dividirem o subespago
espectral para criar o chamado matriz de dados aumentada para ser submetido a
decomposicdo por MCR-ALS. Assim, cada amostra foi composta de uma matriz de 16
misturas de solventes, ¢ a matriz de dados aumentada de 48 matrizes de amostras (3
amostras de plantas x 16 misturas de solventes) combinando as matrizes das trés
amostras de plantas. Subsequentemente, a analise de MCR-ALS foi aplicada na matriz
aumentada (uma matriz de 200 x 5088 pontos de dados, correspondendo a 48 amostras,
cada uma com 106 pontos de dados). O numero de componentes foi estimado pela
analise das componentes principais (ACP) da matriz aumentada, inspecionando os
valores individuais como uma fun¢do do aumento da quantidade de componentes
verificadas (Jolliffe, 2002). Desse modo, o MCR-ALS foi testado selecionando 8, 9 e 10
componentes. No entanto, quantidades menores de componentes levaram a resultados
insatisfatorios em relagdo ao objetivo de classificar as amostras. Assim, 10 componentes
foram selecionados, que explica entre 99,1 e 99,4% da variancia dos dados, de acordo
com as cinco categorias de solventes.

A fim de obter uma resolucdo bem-sucedida, as seguintes restricdes foram

aplicadas no ajuste por minimos quadrados: ndo negatividade (tanto nos espectros
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quanto nos cromatogramas) ¢ unimodalidade (ou seja, um unico maximo apenas nos
cromatogramas sucessivas vezes até o ajuste residual atingir valor menor do que 0,1%).
Em adicdo, para a resolu¢do dos perfis espectrais e cromatograficos, a aplicagdo do
MCR-ALS nos dados do CLAE-DAD mostra a area sob a resolucdo do perfil
cromatografico para cada componente em uma amostra particular, isto ¢, chamado
escores do MCR-ALS. Esta resolucao foi obtida com bons pardmetros, ou seja, o ajuste
do erro de 0,8% e 6,9% (em relacdo a ACP e dados experimentais, respectivamente) e
99,5% da variancia explicada.

A Figura 2 mostra os cromatogramas das 10 componentes resolvidas pela analise
do MCR-ALS do planejamento experimental de misturas que contém (a) etanol, (c)
acetona, e (d) cloroférmio. Pode-se observar que os componentes semelhantes foram
resolvidos quando etanol e acetona estavam presentes nas misturas, enquanto dois
diferentes componentes (em 1,9 e 3,1 min) foram resolvidos nas amostras dos extratos
com cloroférmio. Embora a concentragcdo dos perfis resolvidos por MCR-ALS foram
bastante similares (Figura 2a, 2c, 2d), os espectros recuperados a partir destes
compostos apresentam pequenas diferencas Além disso, a figura 2b mostra o perfil
espectral para uma determinada amostra (representativo das restantes). Na figura 2b,
pode-se observar que os 10 cromatogramas determinados tém bandas de absor¢cdo no
intervalo de 200-230 nm, caracteristicos de acetogeninas, confirmando que os
componentes resolvidos por MCR-ALS pertencem a esta familia de compostos.

As informagdes de impressao digital obtida pela resolugdo MCR-ALS foi
organizado em uma matriz de 48 x 10 (48 amostras e 10 componentes). Esta matriz foi
submetida a ACP para fins de discriminagdo, com o proposito de estudar a relagdo entre
o MCR-ALS e as informagdes de impressao digital das acetogeninas, com as diferentes

condigdes de exposicao solar e as estagdes do ano das amostras de Annona muricata.



119

0.9
a) etanol 1 5x10 b) etanol
o
. =
3 0.6 P
o U0 A
2 10
o =
E 'z
= 7]
2 =
203 1 —
= 0 s.0x10° 4|
A\
0.0 T T T f T 0 . =
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 0 1040 200 300 400 500
Tempo / min Dados aumentados
0.9 0.9
¢) acetona d) cloroformio
o o
= 0.6 1 | S 0.6 4
P o '
E E
= = |
<] 74}
5 5
2037 2 03 1 _
0.0 T ' T ’J T 0.0 / T T ¥ Y T
0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 0.5 1.0 1.5 2.0 25 30 3.5
Tempo / min Tempo / min

Figura 2. Perfil do tempo de elui¢do para os 10 constituintes determinados por MCR-
ALS para: (a) amostras extraidas com misturas de solventes contendo etanol, (C)
amostras extraidas com misturas de solventes contendo acetona, ¢ (d) amostras
extraidas com misturas de solventes contendo cloroformio. Em (b), perfil espectral no
modo aumentado (5 amostras dos espectros recuperados da Annona muricata coletada

no inverno em condi¢des autossombreadas) para misturas de solventes contendo etanol.

A Figura 3a mostra o grafico dos escores da primeira versus a segunda
componente principal (57,58% e 24,46% da variancia explicada por CP1 e CP2,
respectivamente) das amostras contendo etanol na mistura do solvente extrator. Nesta
figura, observa-se a discriminagdo entre as amostras de Annona muricata em condigdes
autossombreadas (ASbV) e expostas ao sol (ASolV) coletadas durante o verdo. Além
disso, ambas as amostras foram discriminadas das amostras coletadas no inverno

(ASoll). Por outro lado, a Figura 3b mostra um grafico da CP1 (44,66%) x CP3
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(13,84%) das amostras extraidas com misturas de solventes contendo acetona, no qual a
discriminacdo parcial ¢ detectada entre as amostras coletadas no verdo (ASbV e ASolV)
das amostras coletadas no inverno (ASoll). Finalmente, a Figura 3¢ mostra o grafico dos
escores da CP1 (49,76%) x CP2 (24,78%) das amostras contendo cloroférmio na
mistura do solvente extrator, porém a discriminagdo entre as amostras ASbV, ASolV e
ASoll ¢ menos notavel neste caso. Deve-se ressaltar ainda que as amostras de Annona
muricata em condi¢des autossombreadas coletadas durante o verdo (ASbV) aparecem
muito mais condensadas (ou seja, t€m relativamente maior similaridade nos escores das
CP) para o etanol (Figura 3a), a acetona (Figura 3b) e o cloroformio (Figura 3c), que as
amostras ASolV e ASoll

A informacdo de impressdo digital obtida pela resolugdo MCR-ALS (matriz de
48 amostras x 10 componentes) foi submetido a ACP para fins de discriminagdo. As
contribuigdes, ou seja, os loadings, de cada componente principal dos dez constituintes
resolvidos por MCR-ALS revelam que os compostos foram decisivos para a
discriminacao das amostras por condi¢des de luminosidade solar e época da colheita. A
Figura 4 mostra os loadings das componentes principais que foram usadas para a
discriminacao (CP1 e CP2 para o etanol e suas misturas, CP1 e CP3 para a acetona e as
suas misturas, ¢ CP1 e CP2 para o cloroféormio e suas misturas). Como pode ser
observado, independentemente do sinal (ou seja, em valor absoluto), os constituintes 4
1 apresentaram as maiores contribuigdes para a CP1 e CP2, respectivamente, para as
amostras extraidas com etanol e suas misturas; constituintes 4 e 7 apresentaram as
maiores contribui¢des para a CP1 e CP3, respectivamente, para as amostras extraidas
com acetona e suas misturas; e constituintes 9 e 1 mostram as maiores contribuigoes
para a CP1 e CP2, respectivamente, para as amostras extraidas com cloroférmio e suas

misturas.
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Figura 3. Discriminagdo das amostras de Annona muricata (A) em condigdes

autossombreadas (Sb) e expostas ao sol (Sol) e coletadas durante o inverno (I) e verdo

(V) através da ACP dos escores do MCR-ALS. (a) amostras extraidas com etanol puro

e suas misturas. (b) amostras extraidas com acetona pura e suas misturas. (C) amostras

extraidas com cloroférmio puro e suas misturas.
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Figura 4. Loadings das componentes principais, em funcdo dos dez componentes
resolvidos por MCR-ALS. (a) amostras extraidas com etanol ¢ as suas misturas; (b)
amostras extraidas com acetona ¢ suas misturas; ¢ (C) amostras extraidas com

cloroférmio e suas misturas.

A Figura 5 mostra os espectros resolvidos dos constituintes relevantes, em que
todos os constituintes apresentam espectros com bandas de absor¢do na regido de 200-
230nm (atribuida as acetogeninas). Isso significa que diferentes acetogeninas foram
responsaveis por discriminar os extratos em condi¢des de luminosidade solar e época da
coleta. Em resumo, a resolu¢gdo MCR-ALS dos dados do CLAE-DAD e processamento
posterior com ACP permite a discriminacdo de amostras de Annona muricata com as
diferentes condi¢cdes de exposicdo solar e épocas de coleta, separadas por solventes.
Extratos com etanol e suas misturas (Figura 3a) mostraram a melhor separacdo para as
amostras de Annona muricata. Este Gltimo resultado, sem davida, deve estar ligado aos
melhores rendimentos de extragdes obtidos utilizando misturas de etanol.

Como mencionado anteriormente, a ACP dos escores do MCR-ALS obtidos das
amostras de Rollinia mucosa nao mostrou discriminagdo em termos de exposi¢ao solar
ou época da coleta. Esse fato indica que ambas as espécies da mesma familia de planta,
mesmo quando sdo conhecidas por conterem substincias ativas semelhantes,
apresentam rendimentos de extracdo de compostos diferentes mediante ao solvente. Esta

diferenga ndo contribuiu para a obtencdo de classificacdo dos extratos das plantas,
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portanto, por uma questdo de brevidade, os resultados da aplicagio do MCR-ALS dos

dados das amostras de Rollinia mucosa nio foram mostrados.
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Modo discriminante no desdobramento da regressdao por minimos quadrados
parciais

Minimos quadrados parciais ¢ um método de regressdo que tem provado ser um
método muito versatil para a analise multivariada de dados (Escandar et al., 2007). O
modo discriminante da regressdo por minimos quadrados parciais (D-PLS) ¢ uma
variante do PLS no qual as varidveis previstas sdo codigos ou valores categoricos,
permitindo a separag¢do de amostras em diferentes classes. No caso de dados de segunda
ordem tais como os dados de CLAE-DAD presentemente estudados, o PLS pode ser
aplicado depois de desdobrar as matrizes, ordenando todos os perfis de tempo de elui¢do
em um unico vetor de coluna. Isto d4 origem ao modelo UPLS, que significa PLS
desdobrado (do inglés “unfolded”).

O modelo de classificacio foi projetado com a intengao de discriminar amostras
de extrato de acordo com a classifica¢@o taxonomica (Annona muricata (A) ou Rollinia
mucosa (R)), condi¢cdes de exposicio solar (autossombreadas (Sb) ou expostas ao sol
(Sol)) e época da coleta (inverno (I) ou verdo (V)). Em suma, oito classes foram
consideradas: 1 (ASbI), 2 (ASbV), 3 (ASoll), 4 (ASolV), 5 (RSbI), 6 (RSbV), 7 (RSoll)
e 8 (RSolV). A Figura 6 mostra os resultados da andlise por D-UPLS para as classes
previamente descritas. Como pode observar, embora ndo haja uma boa discriminacao
em relacdo a época da coleta ou as condigdes de exposicao solar, uma separacao perfeita
entre os extratos de Annona muricata e Rollinia mucosa (classificagdo taxondmica) foi

alcancado com a aplicagdo deste modelo.
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Classes Preditas
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Figure 6. Discriminacdo entre amostras de Annona muricata (A) ¢ Rollinia mucosa (R)
em condi¢des autossombreadas (Sb) e expostas ao sol (Sol) e coletadas durante o
inverno (I) e verdo (V) por meio da analise por D-UPLS. Sendo: 1 (ASbI), 2 (ASbV), 3
(ASoll), 4 (ASolV), 5 (RSbI), 6 (RSbV), 7 (RSoll) e 8 (RSolV).

CONCLUSAO

Em resumo, os resultados indicam que a extragdo com etanol, acetona ou
cloroformio e suas misturas como solvente extrator, discriminaram amostras
autossombreadas das expostas ao sol € a época em que a planta ¢ coletada da Annona
muricata (ASbV, ASolV e ASoll). Mostraram ainda que os extratos contendo etanol sdo
os melhores discriminadores dessas amostras. Curiosamente, os maiores rendimentos
dos extratos das folhas de Annona muricata foram obtidos quando se utiliza o etanol
como solvente. Isto sugere fortemente que os rendimentos mais elevados de extratos
com etanol estdo associados a obten¢do de mais metabolitos das plantas. Eles podem ser

responsaveis pelo sucesso da classificacao obtida, quando os dados de CLAE-DAD dos
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extratos que contém etanol como solvente foram usados para andlise por MCR-ALS.
Examinando a contribuicdo dos constituintes resolvidos por MCR-ALS em cada
componente principal, essa indica que diferentes acetogeninas foram responsaveis pela
discriminacdo das amostras, pelas condi¢cdes de luminosidade solar e época da coleta.
Por fim, a analise por D-UPLS permite a discriminagdo taxondmica entre os extratos

das folhas de Annona muricata e Rollinia mucosa.
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CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a exposi¢do solar das folhas interfere na
quantidade e até mesmo na variedade de metabolitos produzidos nas plantas. As folhas
coletadas em diferentes épocas produzem diferentes metabolitos, além de apresentarem
variagdo na quantidade. O planejamento experimental mostrou ser um método eficaz na
otimiza¢do de misturas de solventes para a extragdo de metabdlitos de plantas, € os
modelos estatisticos indicaram que o etanol, por apresentar valores altos para os trés
parametros solvatocromicos, aumenta o rendimento dos extratos das plantas Annona
muricata e Rollinia mucosa, pois isso faz com que ele consiga extrair uma maior
variedade de compostos das plantas. Também indicaram que misturas de solventes
diferentes extraem compostos quimicos diferentes, de acordo com a interagdo que estes
solventes t€m com os compostos da planta.

Os calculos teoéricos da DFT foram usados para prever as intensidades das
bandas de infravermelho da ligagao de hidrogénio do anel THF com um grupo hidroxila
nas estruturas das acetogeninas dos extratos das folhas de Annona muricata. Por meio
das andlises de infravermelho, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de
massas, foi possivel inferir a presenca de acetogeninas que apresentam propriedades
antitumorais, nos extratos das plantas da familia Annonaceae.

Os dados cromatograficos de segunda ordem, resolvidos por métodos
quimiométricos, como o MCR e PLS, mostraram diferencas entre as duas espécies,
além de discriminar amostras de folhas expostas ao sol e autossombreadas e coletadas
nas quatro estagdes climdticas. As técnicas espectroscopicas € cromatograficas, aliadas
aos métodos quimiométricos, foram essenciais para a impressao digital metabolomica

da Annona muticata e Rollinia mucosa.





