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RESUMO

PINHEIRO, Aline Gomes Lopes. Perfil metabélico de Syzygium malaccense por
cromatografia contracorrente com acoplamento off-line & espectrometria de massas e
ressonancia magnética nuclear. Rio de Janeiro, 2020. Tese (doutorado em Quimica de
Produtos Naturais) — Instituto de Pesquisa de Produtos Naturais Walter Mors, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry (sinonimias: Eugenia malaccensis, Jambos
malaccensis) é uma planta nativa da Malésia, que pode atingir de 12 a 20 m de altura, com
tronco reto, copa densa e formato piramidal. E popularmente conhecida como jambeiro e seu
fruto como “jambo vermelho”. No Brasil, é encontrada, principalmente, nas regides Norte,
Nordeste e regifes quentes do Sudeste. Os estudos sobre o perfil quimico da S. malaccense,
séo relativamente escassos. Porém, sabe-se que as folhas do jambeiro apresentam substancias
como flavonoides, &cidos fenolicos e triterpenos. As substéncias fendlicas sdo responsaveis
pelas caracteristicas antioxidantes descritas para a espécie, bem como os flavonoides
miricetina e miricitrina sdo os responsaveis pelo fator anti-hiperglicémico relatado. Neste
trabalho, obteve-se o perfil metabdlico de S. malaccense por meio da cromatografia em
contracorrente (CCC), que é uma técnica de particdo liquido-liquido na qual a fase
estacionaria € retida no aparelho usando apenas forca centrifuga. O principio fundamental da
separacao envolve a particdo de um soluto entre duas fases liquidas imisciveis. Devido a
ampla faixa de polaridade dos compostos da amostra, foi empregado um sistema de solvente
trifsico (SST) com modo de eluicdo em gradiente. Poucos SSTs sdo descritos na literatura
devido as combinagBes limitadas de solventes que formem trés fases estaveis em uma
proporcdo de volumes convenientes. O SST n-hexano-acetato de etila-acetonitrila-agua
2:1:1:1 (v/viviv) utilizando eluicBo em modo gradiente por etapas gerou 120 fragdes. As
fraces impares foram submetidas a espectrometria de massas de alta resolucdo sequencial
(HRMS/MS) com fonte de ionizacdo por electrospray (ESI) operando nos modos positivo e
negativo na faixa de varredura de m/z 100-2000 e também por resson&ncia magnética nuclear
(RMN), como forma de deteccdo através do acoplamento off-line. Os resultados obtidos por
HRMS/MS foram processados pelos softwares MS-Dial e MZmine para a identificacdo das
substancias. As fracdes obtidas foram analisadas ho modo de injecéo de fluxo na sequéncia de
recuperacdo do CCC. Estudos de desreplicacdo para os dados de espectrometria de massas
foram realizados comparando os dados de MS e MS/MS com os disponiveis em bancos de
dados publicos (MoNA) e comerciais (NIST MSMS), bem como com as substancias
previamente ja isolados descritas na literatura para 0 género Syzygium. Essa metodologia
permitiu o fracionamento rapido e a detec¢do de 81 substancias. Os dados de RMN
forneceram confirmacdo de estruturas e a posi¢éo de substituintes. Foi possivel classificar os
metabdlitos identificados nas folhas de S. malaccense como flavonoides, acidos organicos,
terpenoides e lipideos como principais classes de compostos encontrados. A combinacéo de
purificacdo preparativa por gradiente CCC e andlises analiticas de fragdes ESI-HRMS/MS e
RMN facilita e inova o estudo fitoquimico pelo fracionamento de substancias com diferentes
polaridades e identificacdo de substancias em uma mistura complexa de forma simultanea.

Palavras-chave: HSCCC, ESI-HRMS/MS, RMN, Syzigium malaccense, Myrtaceae, Sistema
de solventes trifasico, Eluicdo em modo gradiente.



ABSTRACT

PINHEIRO, Aline Gomes Lopes. Metabolite profiling of Syzygium malaccense by
countercurrent chromatography coupling off-line mass-spectrometry and nuclear
magnetic resonance. Rio de Janeiro, 2020. Thesis (PhD in Chemistry of Natural Products) —
Walter Mors Institute of Research on Natural Products, Federal University of Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2020.

Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry (synonyms: Eugenia malaccensis, Jambos
malaccensis) is a plant native to Malaysia, which can reach 12 to 20 m in height, with a
straight trunk, dense crown and pyramidal shape. It is popularly known as jambeiro and its
fruit as “red jambo”. In Brazil, it is found mainly in the North, Northeast and warm regions of
the Southeast. Studies on the chemical profile of S. malaccense are relatively scarce.
However, it is known that the leaves of the jambeiro contain substances such as flavonoids,
phenolic acids and triterpenes. Phenolic substances are responsible for the antioxidant
characteristics described for the species, as well as the flavonoids myricetin and myricitrin are
responsible for the reported anti-hyperglycemic factor. In this work, metabolite profiling of S.
malaccense was perform by countercurrent chromatography (CCC). CCC is a liquid-liquid
partition technique in which the stationary phase was retain in the apparatus using centrifugal
force only. The fundamental principle of separation involves the partition of a solute between
two immiscible liquid phases. Due to the wide polarity range of sample compounds, it was
possible to use a three-phase solvent system (TPSS) mimicking a gradient elution mode. Few
TPSSs was described because of the limited combinations of solvents that form three stable
phases in a convenient volume percentage. The TPSS n-hexane—ethyl acetate—acetonitrile—
H,O (2:1:1:1, v/v) was used in a normal phase gradient elution mode to fractionate and
generated 120 fractions. The odd fractions were analyzed in flow injection mode in the
sequence of CCC recovery by a high-resolution tandem mass spectrometer (HRMS) with an
electrospray ion source operating in both positive and negative modes in the scan-range of m/z
100-2000 and by a NMR equipment (Bruker). Mass spectrometry dereplication studies were
performed comparing MS and MS/MS data to those available in public (MoNA) and
commercial (NIST MSMS) databases as well as previously isolated compounds from
Syzygium genus. This methodology enabled the rapid fractionation and detection of 81
compounds. NMR data provided confirmation of structures and substitution position, in some
cases. It was possible to classify S. malaccense existing substances like flavonoids, organic
acids, terpenoids and glycerides as major compound classes. The combination of preparative
purification by gradient CCC and analytical ESI-HRMS/MS and NMR fractions analyses
facilitates and innovates the phytochemical study by the simultaneously fractionation of
different polarity compounds and identification of substances in a complex mixture
simultaneously.

Keywords: HSCCC, ESI-HRMS-MS/MS, NMR, Syzigium malaccense, Myrtaceae, three-

phase solvent system, gradient elution.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas Medicinais

Todos o0s organismos precisam transformar e interconverter um vasto ndmero de
compostos organicos para que possam viver, crescer e se reproduzir (DEWICK, 2012). As
plantas produzem uma quantidade imensuravel de substancias com estruturas quimicas
complexas que ndo apresentam funcdes bem definidas para os organismos produtores. Porém,
para o ser humano, essas substancias classificadas como metabdlitos especiais (metabdlitos
secundarios), podem apresentar relevante potencial terapéutico (KREIS; MUNKERT; de
PADUA, 2017).

De acordo com uma estimativa aproximada, de 200.000 a 1.000.000 metabolitos
secundarios diferentes sdo produzidos no reino vegetal. Muitos desses metabdlitos exibem
atividade e toxidez, principalmente, contra predadores. Acredita-se que sdo resultado
estratégico das plantas para se adaptarem e sobreviverem em diferentes nichos ecoldgicos,
condicdes ambientais e invasdes bidticas em seu habitat. Além disso, desenvolveram ao longo
do tempo para que a planta possa alcancar o equilibrio de adaptacdo em condicdes
desfavoraveis que elas tendem a enfrentar (RAI; SAITO; YAMAZAKI, 2017).

Este processo desenvolvido pelas plantas, de sintetizar metabolitos especializados para
enfrentar quaisquer desafios em relagdo ao seu crescimento e sobrevivéncia, sdo Uteis para o
ser humano, pois, hd milhares de anos, sdo utilizados em fragrancias, alimentos, como
pigmentos, inseticidas e substancias terapéuticas (FACCHINI et al., 2012)

O conhecimento empirico sobre plantas medicinais representa muitas vezes o Unico
recurso terapéutico viavel de algumas comunidades e/ou grupos étnicos. O uso de plantas no
tratamento e na cura de enfermidades ou manutencdo da salde é tdo antigo quanto a espécie
humana, e tem sido uma base para a descoberta e desenvolvimento de fitoterapicos modernos
(FACCHINI et al., 2012).

Nos dias atuais, nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades do
mundo, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais (MACIEL et al., 2002).

As observacgdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais. Vérias praticas da
medicina tradicional, como a Ayurveda (“ciéncia da vida”, conhecimento médico popular da

india), Siddha medicine (medicina antiga da India), Unani medicine (sistema de medicina
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antigo originado na Grécia), medicina tradicional chinesa, medicina tradicional japonesa,
entre outras, levaram & descoberta de farmacos modernas prescritos com frequéncia, pelos
efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos conhecidos
(RAI; SAITO; YAMAZAKI, 2017).

A busca por novas formas terapéuticas contribui, ainda que indiretamente, para o
despertar do interesse de pesquisadores em estudos envolvendo &reas multidisciplinares, como
por exemplo botanica, farmacologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos
sobre a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002; RAI,
SAITO; YAMAZAKI, 2017; FACCHINI et al., 2012).

1.2. Arvores Frutiferas como Plantas Medicinais

Os frutos em geral sdo abundantes quanto a presenca de diferentes substancias
bioativas, incluindo fitoquimicos (&cidos fendlicos, flavonoides, carotenoides, taninos,
lignanas e estilbenos), vitaminas, minerais e fibras alimentares desempenham um papel
importante na salde humana, devido as propriedades medicinais, como anti-inflamatérios,
antimicrobianos, antioxidantes, anticancerigenos, além de efeitos preventivos contra varias
doencas cronicas (KARASAWA; MOHAN, 2018).

Pesquisas sobre ingestdo de frutas tropicais vermelhas e pretas tém relatado efeitos
positivos na sadde e no desenvolvimento humano. Estes frutos sdo fontes naturais de
substancias bioativas, principalmente antocianinas e substancias fenolicas, o que lhes
conferem propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias. Além disso, outras partes da planta
como casca, folha, flor e raizes também possuem propriedades benéficas para os seres
humanos (GARZON et al., 2017; KARASAWA; MOHAN, 2018).

A regido tropical da América do Sul produz uma quantidade consideravel de frutas
nativas e exdticas que podem interessar a industria alimenticia devido ao seu valor nutricional
e terapéutico, sabores agradaveis e variedade de cores. Entre estes frutos tropicais exoticos
com propriedades fitoterapicas, estd o jambo-vermelho, espécie Syzygium malaccense (L.)
Merr. & L. M. Perry (BATISTA et al., 2017).

A polpa e casca frescas do jambo-vermelho apresentaram substancias bioativas com
interesse nutricional e farmacolégico. A polpa é uma fonte rica de fibras solGveis e aglcares
redutores; a casca contem fibras insollveis, lipidios e antocianinas; as sementes também

podem ser destacadas pelo poder antioxidante lipofilico e hidrofilico; e, finalmente, as folhas
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que fornecem grandes quantidades de catequinas, quercetina e carotenoides, que possuem
grande capacidade antioxidante (BATISTA et al., 2017).

1.3. Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry

O género Syzygium, com cerca de 1200 espécies, € um dos maiores géneros da familia
Myrtaceae. E composto por plantas do tipo arvores perenes ou arbustos, originarios da Africa,
difundido para o sul e sudeste da Asia, sul da China, Malésia, Australia e Nova Caleddnia.
Algumas espécies do género Syzygium sdo importantes por suas propriedades medicinais e
aromaéticas, e sdo amplamente cultivadas por seus frutos comestiveis (Soh, 2017).

Uma das espécies deste género mais cultivadas é a Syzygium aromaticum (cravo-da-
india). Isto se deve, principalmente, pela producdo do dleo de cravo-da-india, que é um 6leo
essencial amplamente empregado nas indlstrias de alimentos, perfumaria e farmacéutica
(NAIR, 2017).

Outras espécies populares deste género que sdo amplamente cultivadas por serem
fonte de alimentos, incluem S. aqueum (jambo-branco), S. cumini (jameldo, jamboléo,
azeitona-preta), S. jambos (jambo-amarelo), S. malaccense (jambo-vermelho, jambo-roxo) e
S. samarangense (jambo-rosa). Existem também varias outras espécies pouco conhecidas de
Syzygium com grandes perspectivas de cultivo para usos comestiveis e medicinais (NAIR,
2017).

A espécie Syzygium malaccense (L.) Merr. & L. M. Perry (sinonimias: Eugenia
malaccensis, Jambos malaccensis), € uma planta original da Malasia. No Brasil é encontrada,
principalmente, nas regiGes Norte, Nordeste e regifes quentes do Sudeste. A planta pode
atingir de 12 a 20 m de altura, com tronco reto, a copa é densa e possui formato piramidal
(SILVEIRA et al., 2017). Entre os meses de agosto a fevereiro se da a época da florada. Os
frutos desenvolvem-se desta data até a época de colheita, que compreende o periodo de
janeiro a maio. As flores sdo hermafroditas, actinomorfas, diclamideas, apopétalas ou
dialipétalas, com numerosos estames vermelhos; ao cairem no solo formam um tapete
vermelho, dando-lhe um aspecto de arvore ornamental (Figura 1) (OLIVEIRA et al., 2006;
COSTA et al., 2006; FALCAO; PARALUPPI; CLEMENT, 2002).

O fruto é drupaceo piriforme e quando maduro, apresenta coloracdo da casca variando
de vermelho a roxo-purpureo, possui uma s6 semente, polpa espessa, branca, suculenta, de
sabor levemente acidificado (Figura 2). Além de ser uma planta fornecedora de frutos

comestiveis, a espécie é empregada, na medicina popular. Suas folhas sdo utilizadas para
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combater dores de cabeca e figado (SILVA et al., 2011), sdo usadas no tratamento de doencas
gastrintestinais (MELO et al., 2009), no tratamento de processos inflamatérios (Noreen,
1998), além de possuir potencial antioxidante e anti-hiperglicémico (BATISTA et al., 2017;
ARUMUGAM et al., 2014). Estudos farmacolégicos demonstraram que 0 extrato aquoso das

folhas possui forte inibicdo das bactérias Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes
(OLIVEIRA et al., 2006).

Figura 1 — (A) arvore jambeiro (S. malaccense) evidenciando sua forma piramidal e o "tapete vermelho"
formado pelas pétalas de suas flores (B) flor do jambeiro (SILVA Jr.; LIMA, 2010).
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Figura 2 — (A) folhas do jambeiro, (B) fruto jambo-vermelho e (C) parte interna do jambo-vermelho (polpa
branca, carnuda e uma semente). Fonte: A autora.

1.4. Metabdlitos Descritos para Syzygium malaccense

Sdo relativamente escassos os estudos sobre o perfil quimico da S. malaccense na
literatura. Nas folhas do jambeiro, estudos relatam a presenca majoritaria de flavonoides,
&cidos fendlicos e triterpenos (ARUMUGAM et al., 2014; BATISTA et al., 2017; NOREEN
et al., 1998). Substancias fendlicas sdo responsaveis pelas caracteristicas antioxidantes
descritas para a espécie, bem como os flavonoides, miricetina e miricitrina sdo o0s
responsaveis pelo fator anti-hiperglicémico relatado no uso das folhas de S. malaccense
(ARUMUGAM et al., 2014; ARUMUGAM et al., 2016).

1.4.1. Acidos fenélicos

As substancias fendlicas possuem em suas estruturas quimicas um ou mais nicleos
aromaticos contendo substituintes hidroxilados, podendo estar na forma livre ou de derivados
ésteres, éteres, glicosideos entre outros grupos funcionais (LOBO; LOURENCO, 2007). Estas
substancias estdo presentes em vegetais e frutos e sdo provenientes do metabolismo
secundério das plantas. Os &cidos fendlicos podem ser divididos em &cidos hidroxibenzoicos e
acidos hidroxicinamicos. O primeiro grupo é composto pelos acidos que possuem sete atomos
de carbono (esqueleto carbdnico C6-C1) e sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados
na natureza. O segundo grupo é formado pelos acidos que possuem nove atomos de carbono
(esqueleto carbdnico C6-C3) (OLIVEIRA; BASTOS, 2011).

Os acidos fendlicos sdo produtos aromaticos provenientes da via do acido chiquimico.
A via biossintética para formacdo do acido chiquimico envolve a adi¢cdo de uma molécula de
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fosfoenol piruvato a um aglcar (D-eritrose-4-fosfato), por meio de uma reacdo alddlica,
originando um derivado acido com 7 carbonos, o 4cido 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-
fosfato (DAHP), seguindo por reagcBes complexas que envolvem a elimina¢do de um grupo
fosfato e uma reagdo alddlica intramolecular, gerando o intermedidrio, o &cido 3-
dehidroquinico. Todas essas reacBes ocorrem sob catalise enzimatica. Quando o &cido 3-
dehidroquinico sofre uma redugdo por meio da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH), forma-se o acido quinico, e através da eliminacdo de agua forma-se o acido 3-
dehidrochiquimico e este forma o acido chiquimico por meio de uma redugdo NADPH
(Esquema 1) (DEWICK, 2012; LOBO; LOURENCO, 2007).

Fosfoenol piruvato  Co,H

(PEP) pLl 0& Reagﬁo CO,H
aldolica
PO | —HOP
\H —
. Y A NAD*
HO | O HY OH
1
OH Reac OH
D-eritrose-4-fosfato eeg:_a ©
aldolica
COH COH HO COH HO CO.H

@\ NADPH ﬁ -H0 Q NADH Q
()H ()H

Acido ch]qulm]co Acido 3-dehidrochiquimico  Acido 3-dehidroquinico Ac1d0 quinico

Esquema 1 — Biossintese do acido chiquimico. Figura adaptada (DEWICK, 2012).

Os aminoacidos aromaticos L-fenilalanina e L-tirosina, também provenientes da via do
acido chiquimico, sdo os blocos de construcdo basicos para a formacdo do esqueleto
carbdnico C6-C3, sendo precursores de uma ampla gama de produtos naturais. A biossintese
de substancias fendlicas inicia com a desaminacdo da fenilalanina para gerar o acido
cinamico, o qual é convertido em acido p-cumarico. No caso da tirosina, com a desaminacéo,
ocorre a producdo do &cido p-cumarico (acido hidroxicindmico) (Esquema 2) (DEWICK,
2012).
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COH CO,H

NH, 7
PAl
—

L-Fenilalanina  Acido cindmico
0,

NADPH
CO:H COH
—
OH OH
L-Tirosina Acido p-cumérico

Esquema 2 — Formagéo do acido cinamico e acido p-cumarico a partir de fenilalanina e tirosina. Figura adaptada
(DEWICK, 2012).

Alguns éacidos benzoicos simples, como &cido p-hidroxibenzoico, podem ser formados
diretamente a partir de intermediérios do inicio da via do chiquimato. Em uma proposta de
rota biossintética, o 4cido p-cumarico pode atuar como precursor do acido p-hidroxibenzoico.
Neste caso, 0 &cido p-cumarico sofre uma clivagem na ligacéo dupla e perde dois carbonos da
cadeia lateral, formando o p-hidroxibenzaldeido que, por acdo enzimética, forma o &cido p-
hidroxibenzoico (Esquema 3) (BATISTA et al., 2018).

Os_OH O._OH
NH, =
——
—
OH
L-Fenilalanina Acido p-cumérico

R

~N

OH

Acido p-hidroxibenzoico p-hidroxibenzaldeido

Esquema 3 — Esquema representativo de uma possivel rota metabélica para a biossintese do &cido p-
hidroxibenzoico. Figura adaptada (BATISTA et al., 2018).
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1.4.2. Flavonoides

Os flavonoides sdo substancias amplamente distribuidas no reino vegetal. Ocorrem,
principalmente, em sua forma livre (aglicona ou genina) ou como derivados glicosilados.
Diversas fungBes sdo atribuidas aos flavonoides nas plantas, como por exemplo: protecdo
contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel; protecdo contra insetos, fungos, virus e
bactérias; atracdo de animais para a polinizacdo; antioxidante; controle da acdo de horménios
vegetais; agentes alelopaticos e inibidores de enzimas (ZUANAZZI; MONTANHA;
ZUCOLOTTO, 2017).

Podem-se encontrar flavonoides sob diversas formas estruturais. Entretanto, a maioria
dos representantes dessa classe possui a unidade basica C15 que consiste em dois anéis
benzénicos (fenilas), A e B, conectados por uma cadeia de trés carbonos, formando a unidade
C6-C3-C6. Nas estruturas triciclicas, as unidades sdo chamadas ndcleos A, B e C, e 0s &tomos
de carbono recebem a numeracédo simples em A e C e 0s mesmos nimeros seguidos de uma
linha () para o nicleo B (Figura 3) (DEWICK, 2012; ZUANAZZI; MONTANHA;
ZUCOLOTTO, 2017).

Figura 3 — Estrutura basica C6-C3-C6 dos flavonoides.

Os flavonoides tém origem biossintética mista através do precursor 4-cinamoil-CoA
(proveniente da via do chiquimato) sofrendo extensdo da cadeia usando 3 moléculas de
malonil-CoA (provenientes da via do acetato). A estrutura formada, um policetideo, organiza-
se enzimaticamente propiciando uma condensacdo de Claisen, que formara a chalcona, agindo
como precursora das subclasses dos flavonoides (Esquema 4) (DEWICK, 2012; ZUANAZZI;
MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017).



39

OH
Cu:\Sw(\/@/

O
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Esquema 4 — Representacdo esquematica simplificada da biossintese de substancias precursoras das subclasses
dos flavonoides. Figura adaptada (DEWICK, 2012).

1.4.3. Triterpenos

Os terpenoides compdem uma classe de metabdlitos secundarios que possuem como
bloco construtores basicos as unidades bioquimicamente ativas do isopreno (C5),
normalmente, ligadas entre si pela ordem “cabega-a-cauda” (ligagdo 1-4), 0 que caracteriza a
chamada “regra do isopreno” (Figura 4) (DEWICK, 2012; ESCHENMOSER; ARIGONI,
2005).
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/I\/ )\/ )\/\opp )\\/\OPP
) ()

(a) b (d)
Figura 4 — (a) unidade isoprénica; (b) isopreno; (c) difosfato de isopentenila; (d) difosfato de dimetilalila.

Esse bloco de construcdo dos terpenos utiliza como matéria-prima o difosfato de
isopentenila (IPP), que ¢ um isopreno na forma ativa que estd em equilibrio com o seu
isbmero, o difosfato de dimetilalila (DMAPP). Esses ultimos, por meio de duas rotas
metabdlicas distintas — via do mevalonato (MEV) e via do 1-desoxilulose 5-fosfato (DXP) —
originam os diferentes terpenos a partir de sucessivas condensacdes dessas unidades isopreno
(IPP E DMAPP), realizadas por meio da reacdo do tipo cabeca-cauda (terpenos regulares) ou
cabega-cabeca (Esquema 5) (FELIPE; BICAS, 2017).
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1-desoxilulose-5-fosfato

Hemiterpenos (Cs)

Monoterpenos (C,)
Tridoides

Sesquiterpenos (Cis)
Diterpenos (C,)

Sesterterpenos (Cys)

Triterpenos (C;p)

l

Esteroides (C;5 - Csp)

Tetraterpenos (C,,)
Carotenoides

Esquema 5 — Producédo de diferentes terpenos a partir da condensagdo de unidades IPP e DMAPP. Figura

adaptada (DEWICK, 2012).

Os terpenos podem ser classificados de acordo com a quantidade de residuos de

isopreno que sua estrutura possui: hemiterpenos (C-5), monoterpenos (C-10), sesquiterpenos
(C-15), diterpenos (C-20), sesterterpenos (C-25), triterpenos (C-30) e tetraterpenos (C-40)
(DEWICK, 2012; KREIS; MUNKERT; de PADUA, 2017).

O precursor dos triterpenos é o esqualeno, que contém uma cadeia de 30 carbonos

formada a partir da condensacgéo cabega-cabeca de duas unidades de pirofosfato de farnesila

(C15) que é sintetizado pela via do acido mevaldnico (Esquema 6). A ciclizacdo do escaleno
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ocorre a partir do intermediéario 2,3-epéxido de escaleno. A clivagem do epoxido por
protonagdo da origem a uma ciclizagdo concertada, formando os cétions. Posteriormente a
molécula de escaleno reage com O, e NADPH para gerar o 2,3-oxidoesqualeno, que adquire
dobradura especifica para sofrer uma série de ciclizagdes e rearranjos e gerar os triterpenos,
gue tem como precursor o cation protosterilico (Esquema 7).
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Esquema 6 — Formagcéao do esqualeno a partir do farnesil pirofosfato. Figura adaptada (DEWICK, 2012).
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Rearranjo

-

Cation protosterilico

Esquema 7 — Ciclizagdo do 2,3-6xido esqualeno. Figura adaptada (DEWICK, 2012).

1.5. Cromatografia Contracorrente

Cromatografia contracorrente (CCC) é uma forma de cromatografia de particéo
liquido-liquido sem o uso de uma matriz de suporte sélido (ITO; BOWMAN, 1970). CCC
pode ser comparada a uma versao automatizada de extracdo liquido-liquido (ELL), devido as
repetidas particdes do analito entre duas fases liquidas imisciveis em agitacdo continua
(WINTERHALTER, 2007).

Em CCC, tanto a fase estacionaria (FE) quanto a fase mével (FM) sdo liquidas, obtidas
por meio de uma mistura de solventes, formando no minimo, um sistema de solventes bifésico
(SSB) previamente equilibrado. Na maioria dos tipos de CCC, uma das fases liquidas do SSB
é retida na coluna por forga centrifuga, e esta fase atua como FE, enquanto a outra fase
liquida, a FM passa pela FE por meio de bombeamento para dentro do equipamento
(MARSTON; HOSTETTMANN, 1994; MICHEL; DESTANDAU; ELFAKIR, 2013).

O principio fundamental de separacdo ¢é definido pela particdo de um soluto entre as
duas fases liquidas imisciveis. A proporcao relativa de distribuicdo de soluto entre cada uma
das fases do sistema de solvente é determinada pelo seu respectivo coeficiente de partigdo (K)
(MARSTON; HOSTETTMANN, 1994). Em CCC, K é calculado pela razdo entre a
concentracdo de soluto na FE e a concentracdo do soluto na FM.

_ Concentracdo de soluto na FE

"~ Concentracio de soluto na FM
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1.5.1. Vantagens da CCC

Em comparacdo a outras técnicas cromatograficas utilizadas para o isolamento e
purificacdo de produtos naturais, a CCC apresenta algumas vantagens (CONWAY, 1990;
MICHEL; DESTANDAU; ELFAKIR, 2013):

e A auséncia de suporte solido evita a adsorcdo irreversivel de amostras, havendo
recuperacao total da amostra;

e E uma técnica versétil, pois os sistemas de solventes utilizados nas separagdes podem
ser compostos por uma diversidade de solventes em inimeras proporg¢des, e qualquer
uma das fases pode ser utilizada como fase estacionaria;

e A diversidade na composicdo do sistema de solventes colabora com a particdo de
amostras de diferentes polaridades;

e A eluicdo pode ser feita em modo normal ou inverso, isocratico ou gradiente;
separagOes podem ser feitas utilizando diferentes temperaturas, fluxo e rotagao;

e Eficiéncia e rapidez — Relacdo de massa de amostra e quantidade de solvente
(carregamento de amostra alto com baixo consumo de solvente);

e E necesséario somente investimento inicial da compra do equipamento, as colunas s&o
resistentes e durdveis, os sistemas de solventes utilizados nas separa¢@es sdo, em sua
maioria, aquosos, além dos baixos custos de manutencéo;

e Previsibilidade e reprodutibilidade — A retencdo das substancias é determinada pelo
coeficiente de particdo, além do aumento de escala e transferéncia de métodos serem
bastante simplificados.

1.5.2. Historico e tipos de CCC

Desde a introdu¢do da CCC em 1970, a técnica passou por uma rapida evolugdo (ITO;
BOWMAN, 1970). Nas técnicas modernas de CCC, introduzidas na década de 1980, campos
de forca centrifuga sdo usados para manter a fase estacionéria retida dentro da coluna. Essas
técnicas usam colunas com equilibrio hidrostatico e hidrodinamico (COSTA; LEITAO,
2010).

Em equipamentos hidrostaticos, o campo de forca gravitacional é constante ao longo
de toda a coluna e derivado do mecanismo de rotacdo em torno de um Unico eixo. A coluna

consiste em camaras/cartuchos ou tubos conectados em série, fixos ao rotor e conectados por
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dutos e duas juntas de vedacdo rotativas (selos mecénicos) como entrada e saida da FM
(Figura 5) (COSTA; LEITAO, 2010). A FM é bombeada pelos cartuchos, passando pela FE
na direcdo centrifuga se é a mais densa (modo descendente) ou na direcdo centripeta se é a
menos densa (modo ascendente) (Figura 6) (SCHWIENHEER; MERZ; SCHMSBECKER,
2015).

Entrada da
Selo Fase movel /
Rotor ~mecanico Mistura

Camaras /
Cartuchos ™~ _
~

Saida da fase movel com
substancias separadas

~ Fase movel

Fase estacionaria
Canal
Ducto

Figura 5 — Esquema do sistema de equilibrio hidrostatico utilizado em CCC. Figura adaptada (FRIESEN, 2016).

Selo

mecanico Canal Ducto g Modo ascendente

—>

Modo descendente
s

Figura 6 — Bombeamento da FM pelos cartuchos, passando pela FE na diregdo centrifuga se for a fase mais
densa (modo descendente) ou na direcéo centripeta se for a menos densa (modo ascendente). “g” evidencia 0
eixo gravitacional. Figura adaptada (FRIESEN, 2016).



46

Em equipamentos com sistema hidrodindmico, s&o utilizados dois eixos de rota¢do que
geram um campo gravitacional varidvel ao longo da coluna tubular espiralada. Este campo
gravitacional é resultante da combinacdo dos movimentos sincronos de centrifugacdo e de
rotacdo em torno do préprio eixo do suporte em que a coluna estd envolta. Este movimento,
similar a0 movimento planetario, ¢ chamado de “tipo J” (Figura 7) (ITO, 20053;
BUTTENBENDER; SIMON; VOLPATO, 2018). O movimento planetario evita torcer o
conjunto de tubos de fluxo, permitindo a eluigdo continua através de uma coluna rotativa sem

risco de vazamento e contaminagéo (Figura 7) (ITO, 2005b).

(A) (B)

coluna espiral

engrenagem planetria

ol —
i =y B0 deRoacgo -5 F=—= |1 e
| coluna I; Contra-
=] T Peso
e Eio deRevolugio |- P

Figura 7 — Esquema para o sistema de equilibrio hidrodindmico utilizado e m CCC: (A) visdo do equipamento e
(B) vis&o do funcionamento da coluna espiral tipo J (ITO, 2005b).

Neste sistema, consegue-se reter uma maior quantidade de FE dentro da coluna
cromatogréafica, melhorando a resolucédo das separacfes. Devido ao movimento planetario das
bobinas do aparelho, o campo centrifugo muda de intensidade e direcdo, fazendo com que
zonas alternadas de mistura e sedimentacdo aparecam na bobina, ajudando assim o0 processo
de separacéo (Figura 8) (COSTA; LEITAO, 2010).
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C — T

Figura 8 — Esquema de um equipamento com equilibrio hidrodindmico mostrando a distribuicdo das fases
liquidas na coluna em espiral do equipamento com sistema hidrodindmico em diferentes momentos do
movimento (I, I1, Il e IV), bem como as zonas alternadas de mistura e sedimentagdo. Figura adaptada (ITO,
2005b).

1.5.3. Escolha do sistema de solventes

A eluicéo de analitos em matrizes adsortivas ou em suportes sélidos revestidos com
fase liquida é realizada com apenas uma fase, enquanto que em CCC é utilizado sistema de
solventes bifésico para a parti¢do. A etapa da escolha do sistema de solvente é crucial para o
éxito das separagBes em CCC. O sistema de solventes adequado deve contemplar algumas
condi¢des bésicas, como por exemplo (ITO, 2005b):

e Formacéo de, pelo menos, duas fases;

e A amostra deve ser estavel e soltvel no sistema;

e O tempo de separacao das fases ap0s agitacéo deve ser inferior a 30s para garantir uma
retencdo satisfatoria da fase estacionaria;

e As fases do sistema de solventes devem ter volumes préximos para evitar desperdicio

de solvente.

Para otimizar o tempo de escolha do sistema de solventes, alguns passos podem ser
seguidos nesta etapa (COSTA; LEITAO, 2010; ITO, 2005b):
e Busca de sistemas de solventes ja descritos na literatura utilizados para a classe de

substancias a qual deseja isolar;
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e Utilizagdo de tabelas de sistemas de solventes, onde 0 mesmo sistema de solventes é
obtido em diferentes propor¢fes com mudanca sutil de polaridade até a adaptagdo a
amostra;

e Utilizacdo de diagramas ternarios que indicam a composicdo exata das fases
estacionaria e movel e permitem o preparo independente de cada uma;

e Utilizacdo de “melhor solvente”, onde se escolhe o solvente no qual a amostra é
totalmente sollvel e entdo este sera repartido entre outros dois solventes imisciveis

entre si e misciveis no “melhor solvente”.

1.5.4. Sistema de solventes trifasicoem CCC

A maioria dos sistemas de solventes bifasicos (SSB) sdo restritos a separacdo de
substancias em uma faixa estreita de polaridade. Os extratos de plantas geralmente séo
matrizes complexas com uma ampla faixa de polaridade. Uma alternativa para o
fracionamento dessas matrizes utilizando CCC € a utilizacdo de sistemas de solventes
trifasicos (SSTs).

O uso de SSTs em fracionamentos por CCC ja foi relatado na literatura (YANAGIDA
et al.,, 2007; SHINOMIYA; ITO, 2006; SHIBUSAWA et al., 2006; SHIBUSAWA et al.,
2003). Nos primeiros trabalhos utilizando SST, a eluigéo foi realizada nos mesmos moldes de
eluicdo convencional do SSB. Gradualmente, tenta-se utilizar as trés fases do SST de forma
mais efetiva possivel.

O trabalho pioneiro na aplicacdo de SST em cromatografia contracorrente de alta
velocidade (HSCCC), propds a utilizacdo de um SST composto por n-hexano — acetato de
metila — acetonitrila — dgua nas propor¢des 1:1:1:1 (v/v/v/v) para a separacdo de taninos
condensados compostos por oligdmeros de catequina com diferentes graus de polimerizagéo
presentes na ma¢d. O grupo utilizou apenas as fases: inferior (LP) e a intermediaria (IP),
como fases estacionaria e movel, respectivamente, neste estudo nao foram utilizadas as trés
fases do sistema no processo de separacdo (SHIBUSAWA et al, 2003). Com o
desenvolvimento dos SST, 0 mesmo grupo constatou que as misturas de solventes organicos e
aquosos, como: n-hexano-acetato de metila-acetonitrila-agua; n-hexano-acetato de etila-
acetonitrila-agua e n-hexano-éter metil t-butilico-acetonitrila-dgua, em proporcdes de volume
especificos, podem formar sistemas de solventes trifasicos (SHIBUSAWA et al., 2006). No
mesmo ano, o sistema solvente trifasico composto por n-hexano — éter metil t-butilico —

acetonitrila — agua (5: 5: 7,5: 5 — v/v/viv) foi aplicado na separagdo de vitaminas hidro e
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lipossoliveis (SHINOMIYA; ITO, 2006). Neste caso, a IP foi utilizada como fase
estacionaria, e a LP como fase mével, obtendo a separacao das vitaminas hidrossollveis e, em
seguida, as vitaminas lipossolUveis foram eluidas ap6s a troca da LP para fase superior (UP)
como fase mdvel, invertendo a diregéo da eluicdo (SHINOMIYA,; ITO, 2006).

Um sistema solvente trifasico composto de n-hexano — acetato de metila — acetonitrila
— agua (4: 4: 3: 4 — vivivlv) foi aplicado com sucesso para a separa¢do de 15 padrdes de
substancias com uma ampla faixa de hidrofobicidade utilizando HSCCC em uma Unica etapa
(YANAGIDA et al., 2007). Neste trabalho, foram utilizadas como fase estacionéria,
simultaneamente, as fases IP e LP do SST, sendo que, as fases foram bombeadas ao mesmo
tempo para dentro da coluna com vazéo de 1mL/min, mantendo um volume proporcional de
7:3 — IP: LP. E apds o preenchimento e equilibrio da coluna com as duas fases do SST, a
primeira fase movel foi bombeada para dentro da coluna em modo de elui¢do normal (sentido

“cauda-cabega”) (Figura 9).
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Figura 9 — Esquema do processo de separagdo por HSCCC de 15 padrdes de substancias em uma coluna PTFE
(Vc = 40ml) em um sistema de equilibrio hidrodindmico utilizando SST. Substancias simbolizadas pelos circulos
¢ om numeracdo de 1 a 15. Fase estacionaria composta pelas IP e LP. Processo 1 — eluigdo da UP como fase
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movel, Processo 2 e 3 — eluigdo da IP como fase movel e processo 4 — LP como fase movel (processo de
extrusdo) (YANAGIDA et al., 2007).

Em outro trabalho, um SST composto por n-hexano — éter metil t-butilico —
acetonitrila — trietilamina a 0,5% (2: 2: 3: 2 — v/v/v/v) foi aplicado eficientemente para separar
metabdlitos secundarios com uma ampla faixa de polaridade da espécie Dicranostigma
leptopodum (planta ornamental, também utilizada pela medicina tradicional chinesa, no
tratamento de inflamac6es). A separacdo foi iniciada enchendo a coluna com uma mistura da
IP e LP como fase estacionaria, e em seguida, a primeira fase, utilizada como fase mdvel foi
a UP para separar os compostos hidrofébicos. Em seguida, a fase mdvel foi trocada para a IP
para eluir os compostos moderadamente hidrofébicos e, finalmente, os compostos polares
ainda retidos na coluna, na fase estacionéria, foram fracionados eluindo a coluna com a LP. O
total de 12 picos foi eluido em um processo de 110 minutos, dentre eles, oito substancias

foram identificadas com alto grau de pureza (LIU et al., 2015).

1.5.5. Elui¢do em modo gradiente em CCC

Os extratos de plantas sdo matrizes complexas geralmente purificadas pelo uso de
gradientes em vérias técnicas cromatograficas. Na eluicdo por gradiente, a forca da FM é
aumentada, enquanto a composicdo da FE é mantida constante (LEITAO; COSTA, 2015). Em
cromatografia liquida, por exemplo, a eluicdo em modo gradiente é amplamente utilizada com
0 objetivo de melhorar a resolucéo e reduzir o tempo de separacdo (YIN et al., 2010; WU,
LIANG; BERTHOD, 2013).

CCC é uma ferramenta eficaz na purificacdo de produtos naturais como pode ser
observado em exemplos encontrados na literatura (LU et al., 2009; SALA et al., 2005;
COSTA et al., 2019). Geralmente, as separagdes utilizando CCC séo realizadas em modo de
eluicdo isocratico, uma vez que, qualquer alteragdo em uma das fases de um SSB em
equilibrio, induzir alteracdes de composicdo da outra fase. Logo, ndo é tdo fécil realizar
eluicdo em modo gradiente em CCC quanto em cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia (CLAE), por exemplo, pois as altera¢cdes na composi¢do da FM podem alterar a FE
(YIN et al., 2010; LEITAO; COSTA, 2015; IGNATOVA et al., 2011).

Apesar de ser uma tarefa dificil, a utilizacdo de gradiente em CCC ¢é dtil quando os
componentes da amostra possuem uma ampla faixa de retengéo; quando apresentam grande

diferenca de hidrofobicidade; quando a amostra ndo pode ser purificada por apenas um



51

sistema de solventes ou ainda quando o sistema de solvente usado para dissolver a amostra e
separar as substancias ndo é o mesmo (LEITAO; COSTA, 2015).

Sdo descritas na literatura duas formas de aumento da forca da fase mével através da
modificagdo da composicdo da fase mdvel: o modo gradiente linear que é proporcional ao
tempo e o gradiente ndo linear que é feito em etapas (WU; LIANG; BERTHOD, 2013).

O gradiente linear se mostra mais brando, pois a mudanc¢a de uma fase mével por outra
¢ gradativa. Ja o gradiente em etapas ¢ mais brusco, devido a insercdo de uma nova fase
maével em um sistema em equilibrio. Algum tempo de reequilibrio hidrodindmico é necessario
em ambos 0s casos e 0s resultados obtidos sdo bastante semelhantes. O gradiente em etapas
possui a vantagem de ser mais facilmente modelado e utilizar aparatos mais simples (WU;
LIANG; BERTHOD, 2013; LEITAO; COSTA, 2015; COSTA et al., 2013).

1.6. Técnicas Analiticas Associadas a CCC na Analise de Produtos Naturais

Nos ultimos anos, técnicas cromatograficas multidimensionais e estratégias de
acoplamentos tem surgido para melhorar a eficiéncia da separacdo e identificagdo de
substancias. Técnicas cromatogréaficas hifenadas a espectrometria de massas (MS) podem
identificar e/ou determinar a presenca de analitos em matrizes complexas sem a necessidade
de isolamento prévio (MICHEL; DESTANDAU; ELFAKIR, 2013).

Para que o acoplamento ocorra, é necessario que as caracteristicas de cada instrumento
sejam consideradas, assim como ndo devem ocorrer modificagcbes quimicas ndo controladas
do analito e perda de amostra durante a sua passagem do cromatégrafo para o espectrémetro
de massas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

A CCC acoplada a técnicas analiticas fornece uma nova perspectiva ao trabalho
fitoquimico devido a possibilidade de separacdo em escala preparativa e identificacdo
simultaneas das substancias isoladas. Além disso, a associagdo da CCC com a MS para
aquisicdo continua de dados estruturais provou ser uma ferramenta versatil para triagem
rapida e deteccdo efetiva de produtos naturais (GUTZEIT; WINTERHALTER; JERZ, 2007).
Por ser uma técnica cromatografica com FM e FE totalmente liquidas, ndo ocorre
quimissorcdo dos analitos e o particionamento em escala preparativa leva a recuperacgéo
completa das fracdes sem perda de analitos, entdo, a combinacdo do CCC preparatério com
MS poderia melhorar a eficiéncia durante o processo de identificago de substancias quimicas
em um extrato bruto de planta (COSTA et al., 2019).
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1.6.1. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) é uma técnica analitica utilizada tanto na analise
qualitativa, como na identificacdo de substancias quimicas e/ou quantitativa, em que se deseja
saber a quantidade de uma determinada substancia em uma amostra.

A técnica se baseia na conversdo de moléculas ou atomos presentes em fons na fase
vapor, que ocorre na regido da fonte de ionizagdo, e posterior analise e separacdo dos ions no
analisador de massas através de um método de ionizacdo apropriado. Estes ions séo,
posteriormente, separados no espectrdmetro de massas de acordo com a razdo massa (m) /
carga (z) (m/z). Os ions separados sdo detectados e registrados como sinais em um espectro de
massas. O espectro de massa ¢ um grafico que relaciona a abundancia (intensidade) relativa
ou absoluta dos sinais de cada ion (eixo y) com os valores de m/z (eixo x) (GROSS, 2011).

O espectrometro de massa é constituido, basicamente, por cinco componentes: unidade
de entrada da amostra, onde ocorre a introdugdo da amostra do ambiente laboratorial (1 atm)
para a pressao mais baixa do espectrometro de massa; a fonte de ionizacgao, onde as moléculas
neutras da amostra sdo transformadas em ions; o analisador de massas, onde ocorre a
separagdo dos ions de acordo com suas razdes m/z; detector, onde sdo gerados os sinais
elétricos relacionado a chegada dos ions; e o sistema de dados, onde os sinais sdo registrados
e processados (Figura 10) (PAVIA et al., 2015).

Unidade de = Fonte de Analisador Sistema de
-
 — |
=

S Detector
entrada da ionizagao de massas - dados
amostra

M M (Software)

Figura 10 — Componentes de um espectrometro de massa. Figura adaptada (PAVIA et al., 2015; GROSS, 2011).

Meétodos de lonizacdo

Os métodos de ionizacdo disponiveis, podem ser divididos entre: ionizagdo em fase
gasosa, eletroionizacdo — ionizacédo por elétrons (EI) e ionizacdo quimica (Cl); ionizacdo por
dessorcdo — bombardeamento de &tomos répidos (FAB), espectrometria de massas de ion

secundario (SIMS) e ionizacdo por dessorcdo a laser assistido por matriz (MALDI); e
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ionizagdo em spray — ionizacdo por electrospray (ESI) e ionizacdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI). Dentre os métodos de ionizagdo descritos acima, dois deles serdo
comentados nessa secdo, um por ser historicamente 0 mais comum e 0 outro por ser o
utilizado neste trabalho.

O método mais simples e comum de converter a amostra em ions é a EI, em que um
feixe de elétrons de alta energia (70 eV) é gerado a partir de um filamento aquecido. Assim
que esses elétrons atingem o fluxo de moléculas da amostra, ocorre uma colisdo que retira um
elétron da camada de valéncia da molécula, criando um cation radical. A maioria das
moléculas da amostra ndo é ionizada, mas é continuamente sugada por bombas de vacuo
conectadas & cAmara de ionizagdo e algumas moléculas sdo convertidas em ions negativos por
meio da absorcdo de elétrons. Logo apds, sdo criados feixes de fons que sdo entdo
direcionados para o analisador de massas. O feixe de elétrons usado na ionizacdo das
moléculas possui energia superior a necessaria para somente ionizar as moléculas. Como
consequéncia, a El apresenta vantagens na MS para pequenas moléculas organicas, 0 excesso
de energia cinética transmitida para a molécula leva a uma fragmentacdo significativa das
ligagbes quimicas, gerando espectros com muitos fragmentos. A vantagem é que a
fragmentacdo é reprodutivel e pode-se usar diversos bancos de dados para auxiliar na
identificacdo dos compostos. Uma das desvantagens é que a amostra deve ser relativamente
volétil para que consiga entrar em contato com o feixe de elétrons na cAmara de ionizagao.
Esses fatores dificultam a andlise de substancias polares e com alta massa molecular e
biomoléculas (PAVIA et al., 2015).

Na ESI, a solugdo contendo as moléculas da amostra é pulverizada na ponta de um
tubo capilar metalico contendo um potencial de alta voltagem em sua superficie. As pequenas
goticulas carregadas presentes no aerossol vdo secando pelo uso de gas e aquecimento até
chegar na entrada do espectrdmetro de massas. Com a diminui¢do do tamanho das gotas,
ocorre um aumento da densidade de cargas até que forgas repulsivas eletrostaticas exercidas
sobre a tensdo superficial das goticulas as dividem em goticulas menores, consecutivamente
até que fons sem solventes sejam ejetados da fase condensada para a fase gasosa (Figura 11)
(KEBARLE; VERKERK, 2009). Os ions podem ser formados por moléculas protonadas
[M+H]", no modo positivo de ionizagdo, ou desprotonadas [M-H]", no modo negativo, além
da possibilidade de formagéo de dimeros, [2M+H]" ou adutos, [M+Na]*, [M+K]", [M+NH,]",
[M-H,0+H]", [M-H,0-HJ, entre outros (PAVIA et al., 2015; GROSS, 2011).
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Figura 11 — Esquema representativo da ionizagdo por electrospray. Figura adaptada (BARNEJEE;
MAZUMDAR, 2012).

Analisador de massas

Apos a ionizagdo, o feixe de fons é direcionado para o analisador de massas. Assim
como existem varios métodos de ionizacdo, também estdo disponiveis diversos tipos de
analisadores de massas, podendo ser divididos entre baixa ou alta resolucéo. A resolucéo pode
ser definida como a capacidade do analisador de massas em discriminar ions adjacentes e/ou
resolver um Unico ion e geralmente € expressa em termos de FWHM (full width at half
maximum - largura do pico a meia altura) (MAKAROQV; SCIGELOVA, 2010).

O Orbitrap é um analisador de massas de alta resolucdo e exatiddo do tipo armadilha
de ions que consiste em dois eletrodos externos e um eletrodo central, que permitem que ele
atue como analisador e detector. Os ions que entram no Orbitrap sdo capturados e oscilam em
torno do eletrodo central e entre os dois eletrodos externos. fons diferentes oscilam em
diferentes frequéncias, resultando em sua separacdo. Medindo as frequéncias de oscilacdo
induzidas por ions nos eletrodos externos, 0s espectros de massa dos ions sdo adquiridos
usando a deteccdo de corrente de imagem (Figura 12) (MAKAROQV; SCIGELOVA, 2010).

Neste trabalho foi utilizado um equipamento hibrido do tipo quadrupolo-orbitrap, o
gue permite realizar experimentos de espectrometria de massas sequencial (MS/MS), devido a
presenca da célula de colisio HCD, adicionando mais funcionalidade ao sistema (LUGAO,
2012).
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Figura 12 — Esquema do espectrometro de massas modelo Q-Exactive Plus, Thermo Scientific. Figura adaptada
(LUGAO, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obter perfil metabdlico do extrato hidroetanélico das folhas de Syzygium malaccense.

2.2. Objetivos Especificos

Elaborar um banco de dados quimico, com base na literatura, relacionando as
substancias ja isoladas e identificadas em S. malaccense, bem como de outras espécies do
género Syzygium;

Obter o extrato bruto hidroetandlico de folhas de S. malaccense;

Caracterizar o extrato bruto de folhas de S. malaccense por meio de diferentes técnicas
cromatograficas;

Obter um sistema de solventes trifasico para o fracionamento do extrato bruto
hidroetandlico de folhas de S. malaccense por cromatografia contracorrente em modo
gradiente;

Realizar o fracionamento do extrato bruto hidroetandlico de folhas de S. malaccense
por cromatografia contracorrente;

Identificar as substancias do extrato bruto hidroetandlico de folhas de S. malaccense
por meio do acoplamento off-line a espectrometria de massas e a ressonancia magnética

nuclear.
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3. METODOLOGIA
3.1. Solventes

Para a obtengdo de extrato bruto, das particGes liquido-liquido e da realizacdo da
cromatografia em camada delgada, foram utilizados solventes em grau analitico (P.A.)
(Tedia®, Brasil). Para as anélises em cromatografia liquida, cromatografia contracorrente e
espectrometria de massas foram utilizados solventes em grau espectroscopico (Tedia®,
Brasil). Para ressonancia magnética nuclear foram utilizados solventes deuterados: metanol-
d4 (CD30OD) (Cambridge Isotope Laboratories, Inc., EUA), e dimetilsulféxido-d6 (DMSO-d6)
(Cambridge Isotope Laboratories, Inc., EUA).

As solugdes aquosas foram preparadas com agua destilada e purificada pelo sistema de
purificacdo de agua Milli-Q® (18.2MQ) (Merck® Millipore, Direct-Q 5, Alemanha). Todas as

misturas de solventes foram feitas volume a volume (v/v).
3.2. Equipamentos
3.2.1. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada em placa de gel de silica
com 0,2 mm de espessura com suporte de aluminio (TLC Silica gel 60 Fjs4, 20 x 20 cm,
Merck® Alemanha). A eluicdo foi feita em cuba de vidro com as paredes laterais internas
recobertas com papel de filtro para aumentar a saturagdo do meio com os vapores do solvente.
A visualizacdo das substancias em CCD foi feita em camara de radiacdo ultravioleta (Solab,
SL-204, Brasil) no comprimento de onda curta (A=254 nm) e longa (A=365 nm) e reveladas
quimicamente com solucdo de vanilina 10% em etanol (v/v) seguida da solugdo &cido
sulfarico 10% em etanol (v/v) com aquecimento em chapa aquecedora (Novatecnica® NT
103, Brasil).

3.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia
A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada no cromatografo

Agilent 1260 Infinity Quartenary LC (Agilent Technologies, Alemanha) equipado com uma
bomba Quat Pump VL (modelo G1316), um detector de feixe de diodos (D.A.D.) 1260
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(modelo G4212B). Coluna Agilent Poroshell HPH C-18 (particulas de 2,7 pm de tamanho,
2,1 x 100 mm d.i) (Agilent Technologies, EUA).

3.2.3. Cromatografia contracorrente de alta velocidade

O fracionamento por HSCCC foi realizado no equipamento Quattro HTPrep (AECS®,
Bridgend, Reino Unido). Este equipamento contém duas bobinas, cada uma contendo duas
colunas de politetrafluoretileno (PTFE). A primeira bobina contém uma coluna com
capacidade de 26 mL (1,0 mm d.i.) e outra com capacidade de 224 mL (3,2 mm d.i.). A
segunda bobina contém uma coluna com capacidade de 95 mL (2,0 mm d.i.) e outra com
capacidade de 98 mL (2,0 mm d.i.). Sua rotagdo é ajustavel de 0 a 865 rpm com eixo de
rotacdo horizontal. Foi utilizada uma valvula de injecdo de baixa pressdo (IDEX Health &
Science LLC, modelo V-451, EUA) com alca de injecdo de 10 mL para introducéo da amostra
no sistema cromatografico. O equipamento foi conectado a uma bomba de fluxo constante
Jasco PU-2089S Plus (Jasco, Japdo) e a um coletor de fragdes modelo 2110 (Bio-rad, EUA).

3.2.4. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN das fragfes impares provenientes do HSCCC foram obtidos
utilizando o espectrometro Avance 111 (Bruker, EUA) & 27 °C, operando a 800 MHz para ‘H.
Os & foram expressos em ppm em referéncia ao sinal do metanol-d4 (CD;OD) em 3,31 e
49,15 ppm para ‘H e C, respectivamente. Os espectros foram processados
pelo software MestReNova.

Os espectros unidimensionais de *H foram adquiridos com o experimento noesypriD.
Ja para os espectros bidimensionais HSQC (editado para multiplicidade) e HMBC (para Jcn
de 8Hz) foram usados os experimentos hsqcedetgpsp.3 e hmbcetgpl3nd, respectivamente.
Estes foram adquiridos de algumas fracGes selecionadas a partir dos resultados dos espectros
1D.

3.2.5. Espectrometria de massas
As andlises por MS foram realizadas em espectrémetro de massas de alta resolucéo e

exatiddo modelo QExactive Plus (Thermo Scientific) equipado com fonte de ionizagdo por

electrospray (ESI), operando nos modos de ionizagdo positivo e negativo. Os pardmetros de
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ionizacgdo da fonte foram: voltagem do spray 3,6 kV; temperatura capilar de 300 °C; S-lens
RF level de 50%, vazdo igual a 35 e 10 de sheath e auxiliary gas, respectivamente. As fracdes
foram analisadas na faixa de varredura de m/z 100 a 2000 combinado com experimentos de
MS/MS usando métodos de aquisi¢cdo dependente de dados (DDA top 3) com energia de
colisdo varidvel de 15-45 V. Foi realizada uma injecdo em fluxo das amostras, sem separacéo
cromatogréfica, onde uma aliquota de 10 pL foi injetada usando o injetor automatico TriPlu
RSH Autosampler (Thermo Scientific) em uma vazdo de 150 pL.mL™ de MeOH:H,O
proporcionada pelo sistema cromatografico Dionex UltiMate 3000. O processamento dos
espectros foi realizado no software Thermo Xcalibur Qual Browser, no MS-Dial e no
MZMine. Estes dois Ultimos foram utilizados para obter os dados deconvoluidos dos
cromatogramas de ions extraidos (EIC) e para uso de bancos de dados para identificacdo de
substancias conhecidas. Os dados de MS e MS/MS do MassBank of North America (MoNA) e
do NIST MSMS 2014, bem como o levantamento de dados sobre as substancias previamente
isolados do género Syzygium (APENDICE A) foram utilizados na identificagdo das
substancias. As propostas de identificacdo foram admitidas a partir de um desvio de até 5 ppm

do valor de massa molecular monoisot6pica e calculada para confirmacao.

3.3. Pesquisa Bibliogréfica

A pesquisa bibliografica consistiu em listar as substancias previamente isoladas e
identificadas, preferencialmente da espécie Syzygium malaccense, mas também das espécies
S. aqueum, S. cumini, S. grande, S. guineense, S. jambos, e S. samarangense. A pesquisa foi
realizada nas plataformas de busca cientifica: SciFinder, ScienceDirect, Google Scholar e
Periddicos CAPES/MEC, utilizando as palavras de busca: nome da espécie + chemistry ou
phytochemistry ou ethnopharmacology. Foram excluidos artigos referentes a caracterizagéo

de compostos volateis.
3.4. Estudo Fitoquimico
3.4.1. Coleta do material botanico e obtencao do extrato bruto
As folhas de Syzygium malaccense foram coletadas em outubro de 2017, no municipio

de Cacoal — Rondbnia, Norte do Brasil na area da Amazonia Legal. Mapa demonstrado na

Figura 13.
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Figura 13 — Destaque em cinza para localizagdo do municipio de Cacoal no estado de Rondodnia, Brasil. Fonte:
(SILVA; KATSURAGAWA, 2011).

As folhas de S. malaccense (604,38 g) foram secas em estufa de circulagdo forcada de
ar a 60°C (Solab, modelo SL-102) e trituradas manualmente. As folhas secas e trituradas
(168,66 g) foram submetidas a maceragao estatica a frio com uma solugdo de etanol-agua na
proporc¢éo de 7:3 (v/v) com trés trocas de solvente, sendo uma troca a cada 24 horas. O extrato
bruto obtido foi concentrado com o auxilio de um evaporador rotativo equipado com banho de
aquecimento (Fisatom, modelo 802) a 40°C para a retirada dos solventes, sob pressdo reduzida
(bomba de vacuo Tecnal, modelo TE058). A agua remanescente foi retirada posteriormente por

liofilizacdo (Liotop, modelo L101).

3.4.2. Analises preliminares do extrato bruto

As analises preliminares do extrato bruto das folhas de S. malaccense (EBFJ) foram
feitas por CCD e por CLAE.

Para as analises em CCD, ap0s a aplicacédo do extrato na placa, foram testadas algumas
séries de eluentes, de acordo com a Tabela 1. A eluicdo foi realizada com a fase organica dos

sistemas eluentes descritos. Além da revelagao fisica por radiacdo UV (A= 254 e 365 nm),
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usou-se solugdo de vanilina 10% em etanol (v/v) seguida de &cido sulfdrico 10% em etanol

(v/v) e posterior aguecimento em chapa aquecedora.

Tabela 1 — Série de sistemas de eluentes testados na CCD do extrato bruto das folhas de S. malaccense.

Sistema Eluente Solventes VIVIV
Q Acetato de etila —acetona— H,O  25:15:10
2 Butanol — acido acético — H,O 5:1:4
(3) Butanol — acido acético — H,O 4:1:5

A analise por CLAE utilizou coluna com fase estacionaria inversa (RP-18) e eluicdo

em modo gradiente, sendo o solvente A: agua com 0,1% de &acido férmico e solvente B:

acetonitrila com 0,1% de acido férmico. O gradiente do solvente B foi: 0 min — 5%; 30 min —

50%; 33 min — 100%; 37 min — 100%; 40 min — 5% e 45 min — 5%. Utilizou-se vazéo de 0,3
mL/min, volume de injecdo de 5 pl e concentracdo da amostra 2 mg/mL, diluida em metanol.

3.5.Fracionamento do Extrato Bruto de Folhas de Syzygium malaccense por CCC

3.5.1. Teste de particdo para sele¢do de sistema de solvente trifasico

O teste para selecdo do sistema de solvente trifasico (SST) para CCC foi realizado em

frascos de vidro. Foram adicionados 10 mg de amostra em 8 mL dos sistemas de solvente

previamente equilibrados, seguidos de agitacdo manual e decantacéo das fases. No total, 12

sistemas de solventes (A-L) foram testados para o0 EBFJ (Tabela 2).

Tabela 2 — Sistemas de solvente trifasicos testados

SST Solventes — viv
HEX AcOEt ACN  H,0
A 2 1 1 1
B 2 2 3 2
C 3 1 1 1
HEX MTBE ACN  H,0
D 1 1 2 1
E 2 1 3 2
F 2 2 3 2
G 2 3 3 2
H 3 5 5 3
HEX CHCl4 ACN  H,0
I 5 1 5 5
HEX  AcOMe ACN  H,0
J 4 4 3 4
K 2 1 1 1
L 1 1 2 1

[AG1] Comentaério: Modificar isso
aqui. E CH,Cl,
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Os pardmetros utilizados para escolha do SST ideal a ser utilizado na amostra estdo de
acordo com os trabalhos desenvolvidos anteriormente (ITO, 2005b), bem como alguns
trabalhos do grupo de pesquisa voltados para escolha de sistema de solventes em modo
gradiente (COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2015).

Dentre esses parametros, avaliou-se primeiramente se a combina¢do dos solventes
formava trés fases em proporcdes razoaveis (igualitarias) entre elas. Quando testado com a
amostra, os SSTs formados deveriam fornecer valores adequados de coeficiente de partigdo
(K) para o conjunto de analitos. O valor de K de cada amostra foi determinado visualmente
por CCD e CLAE.

A andlise por CLAE também foi utilizada para fornecer um perfil cromatogréafico das
trés fases dos melhores SSTs para a amostra EBFJ o que possibilitaria a comparacéo entre
cada fase (superior, intermediaria e inferior) dos SSTs com melhor desempenho. O método
utilizado no EBFJ foi otimizado para a utilizacdo nas analises CLAE de cada fase dos SSTs.
A analise por CLAE utilizou coluna com fase estacionaria inversa (RP-18) e eluicdo em modo
gradiente, sendo o solvente A: agua com 0,1% de acido férmico e solvente B: acetonitrila com
0,1% de &cido formico. O gradiente do solvente B foi: 0 min — 0%; 5 min — 5%; 45 min —
100%; 50 min — 100%; 52 min — 0% e 57 min — 0%. Utilizou-se vazdo de 0,3 mL/min,
volume de inje¢&o de 10ul e concentragdo da amostra 2,5 mg/ mL.

Os SSTs mais promissores foram submetidos a corrida em branco para teste de
retencdo de fase estacionarias.

3.5.2. Preparo do sistema de solventes e planejamento do gradiente para
CcCC

Os sistemas de solventes selecionados para a separacdo por CCC (A, D e K, Tabela 2)
foram misturados nas proporcdes definidas (volume total de 1000 mL para cada SST) e
equilibrados em funil de separagdo a temperatura ambiente. As fases superior, intermediaria e
inferior foram separadas pouco antes de serem utilizadas e desgaseificadas em aparelho de

ultrassom (Crist6foli, China) por 15 min. A amostra foi diluida em 5 mL da fase inferior.

3.5.3. Determinacéo da retencéo de fase estacionaria em CCC com SST.
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A determinacdo da retencdo da fase estacionaria (Sf) € a medida proporcional da
quantidade de fase estacionaria deslocada em relagdo ao volume total da coluna apés

estabelecimento do equilibrio hidrodinamico:

Sf = Volume da coluna — Volume de fase estacionaria deslocado x 100

Volume da coluna

No caso da eluicdo em modo gradiente, a retencdo foi calculada para cada etapa a fim

de se verificar a interferéncia da troca da fase mével (Figura 14).

Modo de eluigio gradiente Extrusao

Fase Inferior

2" etapa

Fase Intermediaria

1" etapa

Fase Movel

Fase Superior

] 1. A
1V 1V 1V

Figura 14 — Gréfico de correlacdo entre as etapas da corrida e a fase mdvel utilizada. Fase estacionaria = fase
inferior do SST, primeira etapa FM = fase superior do SST, segunda etapa FM = fase intermediaria do ST,
terceira etapa = extrusdo. Fluxo utilizado = 2,5 mL/min. Cada etapa utilizou o volume iquivalente a coluna
utilizada (98 mL) (Vc).

3.5.4. Separacdo dos constituintes do extrato bruto de folhas de S.

malaccense por CCC

O fracionamento do extrato bruto de folhas de S. malaccense foi realizado de acordo
com os pardmetros descritos no item 3.5.2, utilizando os SSTs A, D e K (Tabela 2), com

modo de elui¢io em gradiente (Figura 15).
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Modo de Eluicdo Gradiente Extrusao

1 1L mfracae nl/min iy iragao

Fase Inferior
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1* etapa
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Figura 15 — Modo de eluigdo para separacéo dos constituintes do extrato bruto de folhas de S. malaccense.

3.6. Analises das Frac6es Obtidas por CCC

As fragdes obtidas do particionamento do EBFJ por CCC utilizando os SSTs A, D e K
(total de 120 fracOes para cada SST) tiveram o solvente evaporado utilizando o equipamento
Speed-vac (Thermo Fisher). As fracdes impares foram selecionadas para anélise em CCD. As
fracBes iniciais correspondentes a primeira etapa do gradiente (fragbes 03 — 39) foram
solubilizadas em quantidades iguais de hexano e aplicadas utilizando capilar volumétrico na
placa CCD. O mesmo foi feito para as fragbes da segunda etapa do gradiente (fragBes 43 —
79), porém utilizando uma solucdo contendo MeOH-AcOEt 1:1 (v/v) para solubiliza-las. As
fracBes da extrusdo (fracBes 81 — 119) foram solubilizadas em uma solucdo contendo MeOH-
H,0 1:1 (viv).

Para as analises de MS e RMN, as fracBes impares do SST A foram selecionadas. As
fragBes secas foram ressuspendidas em 600 pL de solugdo MeOH-ACOEt 1:1 (v/v) (primeira
e segunda etapas do gradiente) ou 600 pL de solucdo MeOH-H,0 1:1 (v/v) (extrusdo). Apos
solubilizadas, aliquotas de 400 pL foram retiradas de cada fracdo e acondicionadas em vials
para posterior anélises de RMN, o restante de cada fragdo (aliquotas de 200 pL) foram
destinadas as analises de MS. As aliquotas nos vials, tanto para RMN e MS foram secas
novamente e posteriormente solubilizadas nas mesmas concentragBes de acordo com a

necessidade das analises.
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3.7.1dentificacio das substancias por RMN e MSMS

A determinacéo estrutural de algumas substancias foi realizada através de métodos
instrumentais de RMN de *H e técnicas bidimensionais (HSQC e HMBC), confirmadas por
dados de MS/MS.

Os dados obtidos em MS foram processados nos softwares MS-DIAL e MZmine.
Esses softwares permitem comparacdo com bancos de dados disponiveis e sdo ferramentas
Gteis no auxilio da identificacdo de substancias.

Os dados obtidos foram comparados a dados da literatura. Numeragao das substancias
entre parénteses é relativa a organizacdo da tentativa de identificacdo descrita no

APENDICE B. As estruturas propostas como tentativas de identificacBes estdo

organizadas de acordo com as fra¢fes da CCC.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Pesquisa Bibliogréfica

Foram relatadas 99 substancias em 49 referéncias para as espécies: S. aqueum, S.
cumini, S. grande, S. guineense, S. jambos, S. malaccense e S. samarangense (APENDICE
A). Dessas 99, 28 foram descritas para a espécie S. malaccense. Dentre as quase 1200
espécies do género Syzygium, a pesquisa nas plataformas de buscas de trabalhos académicos
direcionou para as espécies citadas acima, devido a estas espécies serem cultivadas
principalmente por oferecerem frutos comestiveis, além de apresentarem estudos

farmacoldégicos e interesse na medicina popular (NAIR, 2017).
4.2. Estudo Fitoquimico

4.2.1. Obtencdo do extrato bruto hidroetandlico de folhas de S. malaccense e

anélise preliminar por CCD e CLAE

A massa do material vegetal (folhas) coletado foi de 604,38 g. Foi obtido um total de
168,66 g de material apds secagem em estufa, gerando 29,04 g de extrato bruto seco. O
processo extrativo apresentou rendimento de 17%.

A analise preliminar do extrato bruto foi realizada por CCD | método simples, rapido e
econdmico de deteccdo visual. Dentre os sistemas de eluentes testados, o que mostrou melhor
desempenho foi o sistema (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v), apresentando melhor

separacdo das substancias (Figura 16).

(N 3)
AcOEt- \ulolll H,0 25:15:10 v/v BuOH-Ac \.um»“ O 5:1:4 v/iv BuOH-Ac.Acético-H,0 4:1:5 v/v

am  Revelads

Figura 16 — Placas de testes dos sistemas de eluentes (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v), (2) BuOH-Ac.
Acético-H,0, 5:1:4 (v/v) e (3) BUOH-Ac. Acético-H,0, 4:1:5 (v/v), observadas por UV de onda longa e curta e
por revelador de solucdo de vanilina 10% em etanol (v/v) e acido sulfrico 10% em etanol (v/v).
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A placa de CCD, eluida com o sistema (1), apresentada com mais detalhes na Figura
17, exibiu aproximadamente nove manchas majoritarias quando reveladas com radiacdo UV
(. = 254 nm). As manchas escuras azuladas (3, 6, 7, 8 e 9) sdo caracteristicas de
fenilpropanoides, as manchas de coloracdo esverdeada (1 e 4) caracteristicas de clorofilas e as
manchas amareladas (2 e 5) sdo caracteristicas de flavonoides (WAGNER; BLADT, 2001).

Quando reveladas sob radiacdo UV no comprimento de onda longo (A = 365 nm) é
possivel observar manchas de coloragdo vermelho alaranjada (10 e 11) caracteristicas de
clorofila e a mancha de coloracdo azul fluorescente (13), caracteristica de acidos fendlicos
(WAGNER; BLADT, 2001). A mancha escura (12) provavelmente equivale a mancha (6)
visualizada por radiacdo UV (A = 254 nm).

Com os reveladores quimicos e posterior aquecimento em placa, foi possivel observar
as coloracGes: esverdeada (14) caracteristica de clorofila, amarelo escuro (15) evidenciando
presenca de flavonoides e a coloracdo violeta avermelhada (marsala) (16), caracteristica da
presenca de aclcares (WAGNER; BLADT, 2001).

(1)
AcOEt-Acetona-H,0 25:15:10 v/v

. ]

P —

.

1 = 10 14 =~

2 —
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4—?

5= 11 |

6 = 1 12 15 = |
|

7= 13

8 —+»

o I

ﬁevelada

...

A=365 nm

A=254 nm

Figura 17 — Placa eluida com o sistema de eluente (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v) observada por luz
UV de onda curta e longa e por revelador de solugéo de vanilina 10% em etanol (v/v) e acido sulfarico 10% em
etanol (v/v), evidenciando as bandas cromatogréaficas majoritarias.
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O cromatograma obtido por CLAE (Figura 18) apresentou aproximadamente cinco
sinais majoritarios quando observados no comprimento de onda A = 365 nm (tg (mMin) =
12,008 (1); 13,975 (2); 16,225 (3); 17,424 (4) e 37,643 (5)), cujos espectros de UV foram
compativeis com flavonoides, mais especificamente da classe flavonol (Figura 19), com

excecdo do pico (5) que foi inconclusivo sobre a classe da substancia por UV-vis.

DADA D, Sig=365.4 Q)
mAU %
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Figura 18 — Cromatograma CLAE do EBFJ obtido no comprimento de onda A = 365 nm, evidenciando
aproximadamente cinco picos majoritarios (1-5). Eluicdo em modo gradiente, sendo o solvente A: dgua com
0,1% de acido férmico e solvente B: acetonitrila com 0,1% de acido férmico. O gradiente do solvente B foi: 0
min — 5%; 30 min — 50%; 33 min — 100%; 37 min — 100%; 40 min — 5% e 45 min — 5%.
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Figura 19 — Espectros de UV para os picos 1, 2, 3 e 4 do cromatograma por CLAE do EBFJ.

Estudos sobre identificacdo de flavonoides por espectrofotometria de UV mostram
que, flavonas e flavonois podem exibir duas faixas de absor¢do principais: a faixa | (320-385

nm) representa a absorcao do anel B em conjugagdo com o anel C, enquanto a banda Il (250—
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285 nm) corresponde a absorcdo do anel A (MAHMOUD et al., 2001; YAO et al., 2004).
Grupos funcionais ligados aos flavonoides podem causar uma alteragdo na absorcdo, como
por exemplo, de ~367 nm no kaempferol (grupos hidroxila nas posic@es 3,5,7,4"), para ~371
nm na quercetina (grupos hidroxila nas posi¢des 3,5,7,3",4") e para ~374 nm na miricetina
(grupos hidroxila nas posic¢des 3,5,7,3", 4", 57) (YAO et al., 2004; LIN; HARNLY, 2007). A
auséncia da hidroxila na posi¢do 3 nas flavonas, as distingue dos flavonois. Assim, a faixa |
absorve em um comprimento de onda menor em 20 a 30 nm, como exemplo, quando
comparada ao kaempferol, a apigenina (sem a hidroxila na posicdo 3) apresenta ~337 nm na
faixa I. As flavanonas tém um anel C heterociclico saturado, sem conjugacao entre os anéis A
e B e, conforme determinado por suas caracteristicas espectrais de UV, estas exibem um
maximo de absorcdo mais intenso que os outros flavonoides ja citados na faixa I, sendo entre
270 e 295 nm, como exemplos: ~288 nm (naringenina) e ~285 nm (taxifolin) e apenas um
ombro para a faixa | em 326 e 327 nm. A faixa Il aparece como um sinal (270 nm) em
substancias com um anel B monossubstituido, mas como dois sinais ou um sinal (258 nm)
com um ombro (272 nm) quando um di-, tri- ou o- anel B substituido esta presente (YAO et
al., 2004; LIN; HARNLY, 2007).

4.3. Fracionamento do Extrato Bruto de Folhas de Syzygium malaccense por CCC

Os extratos brutos sem tratamento prévio foram injetados diretamente no CCC,

abreviando etapas de purificagdo antes do fracionamento.

4.3.1. Teste de particdo para selecdo de sistema de solvente trifasico com

eluicdo em modo gradiente

Poucos SSTs sdo apresentados devido as combinagdes limitadas de solventes que
formam trés fases estaveis em uma porcentagem de volume conveniente (SHINOMIYA; ITO,
2006; SHIBUSAWA et al., 2006; YANAGIDA et al., 2007). Dentre as possibilidades de
SSTs adequados, na Tabela 3 esta descrito um resumo do desempenho dos SSTs testados
quanto a formacg&o de fases e proporcéo de volume entre as fases. Percebe-se que os SST séo
sempre formados por n-hexano, acetonitrila e agua juntamente com um quarto solvente,

responsavel pela formacédo da terceira fase.
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Tabela 3 — Resumo do desempenho dos SSTs testados quanto a formagéo de fases e proporgéo de volume entre

as fases.
SST Solventes — viv Formacédo Proporgéo entre as fases

HEX AcOEt ACN H,0 de fases (superior / meio / inferior)

A 2 1 1 1 Trés 2/1/1

B 2 2 3 2 Trés 2/6/1

C 3 1 1 1 Trés 4/1/1
HEX MTBE ACN H,0

D 1 1 2 1 Trés 15/15/1

E 2 1 3 2 Trés 2/1/5

F 2 2 3 2 Trés 15/15/1

G 2 3 3 2 Trés 2/15/1

H 3 5 5 3 Duas 2/-11
HEX CHCI3 ACN H,0 | [AG2] Comentario: T4 errado. E

| 5 1 5 5 Trés 1/1/2 CH.Cl,
HEX AcOMe ACN H,0

J 4 4 3 4 Trés 05/15/1

K 2 1 1 1 Trés 15/1/1

L 1 1 2 1 Trés 05/3/05

Dentre os SST testados, apenas o sistema H ndo formou trés fases. Os sistemas E, F,
G, |, J, apesar de formarem as trés fases, quando a amostra foi adicionada, desenvolveram
uma espécie de emulsdo na fase intermediaria, sendo portanto, descartados (Figura 20). Nos
SSTs E, F e G, pertencentes ao mesmo grupo de solventes (HEX — MTBE — ACN — H,0),
verifica-se que o0 aumento da proporcdo do solvente MTBE pode ser a causa da formacéao de

emulsdo.

Figura 20 — Sistema de solventes trifasico H formando apenas duas fases e sistemas de solventes trifasicos: E, F,
G, 1, J formando uma espécie de emulséo na fase intermediaria (setas vermelhas indicam a emulséo formada).
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Os SSTs B, C, L, ndo se mostraram adequados a utilizacdo pelo fato de formarem
fases com volumes bastante distintos (Figura 21). Os SSTs B e C pertencem a0 mesmo grupo
de solventes (HEX — AcOEt — ACN — H,0), e em comparacdo ao SST A, no caso do SST B,
0 aumento dos solventes AcOEt — ACN — H,O favoreceu a formagdo da fase intermediéria,
indicando afinidade de polaridade entre a combinacéo proporcional dos solventes, ja no caso
do SST C, com o aumento apenas do solvente HEX, verifica-se 0 aumento apenas da fase
superior, 0 que indica que ndo ha muita interacdo deste solvente com o restante do sistema.

Figura 21 — Sistemas de solventes trifasicos: B, C, L, com propor¢des inadequadas para ser um candidato a
sistema de solventes para particionamento CCC.

Com essas observagdes preliminares da composi¢do das fases, pode-se dizer que
dentre os SSTs testados, 0s que mais se enquadram nos preceitos de escolha de sistema de
solventes a serem usados em particionamentos por CCC sdo: A, D e K (Figura 22) (ITO,
2005b).

Figura 22 — Sistemas de solventes trifasicos que mais se enquadram nos preceitos de escolha de sistema de
solventes a serem usados em particionamentos por CCC: A, D e K.

Para a préxima etapa no processo de escolha do SST, sabe-se que a separagdo bem
sucedida no CCC requer que o sistema de solventes forneca uma faixa adequada de particéo
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das substancias entre as fases (SHINOMIYA,; ITO, 2006). ldealmente, para a utilizacdo em
modo gradiente, a parti¢do das substancias entre as fases estd demonstrada na Figura 23.
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Figura 23 — Particdo ideal dos analitos entre as fases do sistema trifasico. UP = fase superior, IP = fase
intermedidria e LP = fase inferior.

Na Figura 24 e Figura 25, pode-se obter visualmente pela CCD a particdo das
substancias entre as fases. Os SSTs que apresentam melhor particdo entre as fases sdo 0 A, D
e K, corroborando os resultados preliminares. A Figura 26 apresenta os trés sistemas
mencionados para melhor visualizar deste resultado. Verifica-se que o particionamento das

substancias nas fases desses trés SSTs é semelhante.
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A=254 nm

As Am Ai Bs Bm Bi Cs Cm Ci Ds DmDi Es Em Ei Fs Fm Fi GsGm Gi Hs Hm Hi Is Im i

A=365 nm

As Am Ai Bs Bm Bi Cs Cm Ci Ds DmDi Es Em Ei Fs Fm Fi GsGm Gi HsHmHi Is Im I
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Figura 24 — Placa CCD eluida com o sistema de eluente (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v), observada por
luz UV de onda curta e longa e por revelador de solugdo de vanilina 10% em etanol (v/v) e &cido sulfirico 10%
em etanol (v/v). Na identificagdo de cada ponto na placa CCD, a letra mailscula indica o SST correspondente e
as letras minusculas s (fase superior), m (fase intermediaria) e i (fase inferior). Nesta placa estdo disponiveis o0s
SSTs de A-1.

Js Jm Ji KsKm Ki Ls Lm Li Js Jm Ji Ks KmKi Ls LmLi Js Jm Ji Ks KmKi Ls LmLi

=254 nm 17365 nm Revelada

Figura 25 — Placa CCD eluida com o sistema de eluente (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v), observada por
luz UV de onda curta e longa e por revelador de solugdo de vanilina 10% em etanol (v/v) e &cido sulfirico 10%
em etanol (v/v). Na identificagdo de cada ponto, a letra mailscula indica o SST correspondente e as letras
minusculas s (fase superior), m (fase intermediaria) e i (fase inferior).
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Revelada

@: -9 .09

As AmAiDsDmDiKsKmKi As Am Ai DsDmDi KsKmKi AsAm Ai Ds Dm Di Ks Km Ki

Figura 26 — Placa CCD resumo com os SSTs A, D e K e suas respectivas fases (superior, intermediaria e
inferior), eluida com o sistema de eluente (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v), observada por luz UV de
onda curta e longa e por revelador de solucéo de vanilina 10% em etanol (v/v) e &cido sulfarico 10% em etanol
(VIV).

4.3.2. Andlises CLAE dos sistemas de solvente trifasicos

Os resultados dos perfis cromatograficos obtidos por CLAE das fases superior (Figura
27), intermedidria (Figura 28) e inferior (Figura 29) de cada sistema de solventes trifésico,
quando comparadas, indicaram similaridade em relacdo a polaridade das substancias retidas
em cada uma das fases.
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Figura 27 — Cromatograma CLAE das fases superiores dos SSTs A (STAS), D (STDS) e K (STKS) no
comprimento de onda A = 280 nm. Eluicdo em modo gradiente, sendo o solvente A: 4gua com 0,1% de &cido
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formico e solvente B: acetonitrila com 0,1% de &cido formico. O gradiente do solvente B foi: 0 min — 0%; 5 min
—5%; 45 min — 100%; 50 min — 100%; 52 min — 0% e 57 min — 0%. Utilizou-se fluxo de 0,3 mL/min, volume de

injecdo de 10ul e concentragdo da amostra 2,5 mg/ mL.
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Figura 28 — Cromatogramas obtidos por CLAE das fases intermediérias dos SSTs A (STAM), D (STDM) e K
(STKM) no comprimento de onda A = 280 nm. Eluicdo em modo gradiente, sendo o solvente A: 4gua com 0,1%
de &cido formico e solvente B: acetonitrila com 0,1% de &cido férmico. O gradiente do solvente B foi: 0 min —
0%; 5 min — 5%; 45 min — 100%; 50 min — 100%; 52 min — 0% e 57 min — 0%. Utilizou-se fluxo de 0,3 mL/min,

volume de injecdo de 10pl e concentragdo da amostra 2,5 mg/ mL.
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Figura 29 — Cromatogramas obtidos por CLAE das fases inferiores dos SSTs A (STAI), D (STDI) e K (STKI)
no comprimento de onda A = 280 nm. Eluicdo em modo gradiente, sendo o solvente A: 4gua com 0,1% de acido
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formico e solvente B: acetonitrila com 0,1% de &cido formico. O gradiente do solvente B foi: 0 min — 0%; 5 min
—5%; 45 min — 100%; 50 min — 100%; 52 min — 0% e 57 min — 0%. Utilizou-se fluxo de 0,3 mL/min, volume de
injecdo de 10ul e concentragdo da amostra 2,5 mg/ mL.

4.3.3. Determinacdo da retencao de fase estacionaria em CCC com SST

A retencdo da fase estacionéria desempenha um papel importante no nimero de pratos
tedricos e na resolucdo do processo cromatografico por CCC. A fase estacionaria preenche a
maior parte do volume total da coluna, sendo indicado, retencdes acima de 70% (ITO, 2005a;
ITO, 2005bh).

Apesar destes SSTs (A) n-hexano—acetato de etila—acetonitrila—agua (2:1:1:1 v/viviv),
(D) n-hexano—éter metil t-butilico—acetonitrila—agua (1:1:2:1 v/viviv) e (K) n-hexano—acetato
de metila—acetonitrila—agua (2:1:1:1 v/viviv), apresentarem boa particdo de substancias entre
as fases quando avaliados por CCD e CLAE, com a realizacdo do teste de retencdo da fase
estacionaria, pode-se observar que o sistema A consegue reter a fase estacionaria no
equipamento ao longo de toda a corrida de forma mais satisfatéria que os outros SSTs
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Relagdo entre retencdo das fases estacionarias e sistemas de solventes trifasicos

ST Retengéo FE (%)* Retencéo FE corrigida (%)° Retencdo FE corrigida Il (%)°
Fase Movel = FS Fase Movel = FS Fase Mével = FM
A 79,6 74,5 69,4
D 87,8 83,6 42,9
K 82,7 77,5 36,7

#Porcentagem de volume de FE retida na coluna cromatografica (volume total da coluna = 98ml);
® Porcentagem de volume de FE retida na coluna ap6s a injegdo de 5 ml de amostra em branco;
¢ Porcentagem de volume de FE retida na coluna cromatografica apés a troca de Fase Movel.

4.3.4. Separacdo dos constituintes do extrato bruto de folhas de S.

malaccense por CCC

O fracionamento do EBFJ foi realizado com os SSTs A, D e K, com elui¢do por
gradiente ndo linear segundo os pardmetros da Figura 15. Foram recolhidas em tubo de
ensaio, o total de 120 fracGes com volume de 5 mL cada, para cada SST. As 40 primeiras
fracOes sdo referentes a primeira etapa do gradiente, primeira FM = fase superior do SST. As
fracBes 41-80, sdo referentes a segunda etapa do gradiente, FM = fase intermediaria do SST e

as fracdes 81-120 sdo oriundas do processo de extrusdo da fase estacionéria.

4.3.5. CCD das fragdes obtidas por CCC

Apesar da diferenca entre os SST A, D e K, quanto a reten¢do de fase estaciondria,
optou-se por realizar a andlise utilizando os trés sistemas para verificacdo da distribuicdo das
substancias do extrato bruto ao longo do gradiente. Devido a similaridade entre as fracGes
“vizinhas”, apenas as fracfes impares foram analisadas (Figura 30, Figura 31 e Figura 32):
fracbes 3 a 39 relativas a primeira etapa do gradiente, fracGes 41 a 79 relativas a segunda
etapa do gradiente e fragcGes 83 a 119 relativas a extrusdo da fase estacionaria.

O SST A apresentou boa distribuicdo das substancias ao longo de toda a anélise, ou
seja, nas trés etapas (Figura 30). A primeira etapa do gradiente e a etapa de extrusdo
poderiam ter sido ligeiramente encurtadas, visto que a partir da fracdo 25 e da fracdo 105
(respectivamente para a primeira etapa e para a extrusao) ndo é mais observada a eluicdo de

nenhuma substancia.
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No SST D (Figura 31), a FM das etapas 1 e 2 se mostraram muito fortes, havendo
elui¢do de substancias sem muita especificidade, ocasionando uma separacéo menos eficiente
quando comparada ao SST A.

Ao contréario do SST D, no SST K (Figura 32), a FM utilizada na etapa 1 ndo teve
forca para eluir as substancias. Na etapa 2, as substancias tendo mais afinidade pela FM, com
menos especificidade que no SST D, acarretando numa separagdo cromatografica pouco
eficiente.

Pode-se notar o melhor desempenho da separacdo cromatografica no SST A em
relacdo aos D e K que concentram, praticamente, todas as substancias entre as fragdes
relativas & fase intermediaria do sistema de solvente. No SST A, é possivel verificar
substancias de diferentes polaridades distribuidas por quase toda analise cromatografica.
Entdo, as fracdes deste SST A foram escolhidas para as analises por MS e RMN.
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Figura 30 — CCD com as fra¢des impares obtidas por CCC do EBFJ a partir do SST A. Sistema de eluicdo utilizado (1) AcOEt-Acetona-H,0,
25:15:10 (v/v). Revelada por luz UV de onda curta e longa e revelacdo quimica com vanilina 10% em etanol (v/v) e &cido sulfurico 10% em
etanol (v/v) e aquecimento. Pontos destacados na CCD para demonstragdo da complexidade do  extrato.
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Figura 31 — CCD com as fragdes impares obtidas por CCC do EBFJ a partir do SST D. Sistema de eluicédo utilizado (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v). Revelada por
luz UV de onda curta e longa e revelagdo quimica.
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Figura 32 — CCD com as fragdes impares obtidas por CCC do EBFJ a partir do SST K. Sistema de elui¢éo utilizado (1) AcOEt-Acetona-H,0, 25:15:10 (v/v). Revelada por
luz uv de onda curta e longa e revelagéo quimica.
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4.3.6. Analise por espectrometria de massas das fra¢des obtidas do EBFJ por
CCC

As fragbes impares obtidas a partir do fracionamento de EBFJ por CCC foram
injetadas no espectrdmetro de massas gerando informag@es estruturais acerca das substancias
contidas em cada uma dessas fracdes. Ap6s analise, pdde-se concluir que essas substancias
pertencem a diferentes grupos de metabdlitos secundarios vegetais e a maioria delas foi
caracterizada como substancias fendlicas.

]

APENDICE B apresenta uma tabela com 90 substancias identificadas tentativamente
com base nos dados de HRMS ESI-MS/MS, além de descrever as substancias nas respectivas
fracdes obtidas por HSCCC. Outros dados como: m/z detectada, modos de ionizacdo e aduto,
férmula molecular, erro em ppm, ions fragmentos por MS/MS, e as referéncias (software ou
literatura) utilizadas no processo de caracterizacdo, também séo encontrados nesta tabela.

As substancias foram identificadas primeiramente por meio de dados de MS com
interpretacdo dos espectros de MS e MS/MS por comparacdo a dados encontrados na
literatura e a dados obtidos por meio de processamento dos espectros nos softwares MS-Dial e
MZmine.

O acoplamento off-line de CCC-MS/MS permitiu a obtencdo de um grafico de tempo
continuo (min) de injecdo em fluxo das fragdes impares x intensidade do sinal de cada
amostra detectada pela MS. Esse grafico foi denominado de “cromatograma de massas”.
Com isso, foi possivel observar o perfil de todo o fracionamento obtido por HSCCC (Figura
33). Com o obtido por injecdo em fluxo das amostras no espectrémetro de massas é possivel
observar o espectro de massas full, bem como MS-MS/MS de determinados ions no

particionamento CCC em um Unico arquivo (Figura 34).
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Figura 34 — (A) “cromatograma de massas” obtido no modo negativo, com destaque para o minuto ~102 que equivale a fragdo 47 do fracionamento por CCC; (B) espectro
de massas equivalente a fragdo 47; (C) espectro de massas MS/MS relativo ao ion m/z 331,04573 [M-H]". (D) “cromatograma de massas” obtido no modo positivo, com
destaque para o minuto ~102 que equivale a fragdo 47 do fracionamento por CCC; (B) espectro de massas equivalente a fracdo 47; (C) espectro de massas MS/MS relativo ao

fon m/z 333,05998 [M+H]".
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4.3.7. Substancias identificadas divididas por classe de metabdlitos

Terpenos

Na fracdo 5, entre outras substancias, foram identificados por tentativa os seguintes
triterpenos pentaciclicos isdbmeros j& relatados no género Syzigium (SAMY et al., 2014;
DJOUKENG et al., 2005): &cido oleandlico e/ou acido ursolico (Figura 35). Estas substancias
diferem estruturalmente apenas quanto posi¢do de dois grupos metila. O &cido oleandlico
apesenta duas metilas geminais ligadas ao C20 e no caso do acido ursélico, as metilas estdo
vicinais, ligadas ao C19 e ao C20. N&o foi possivel diferencia-los apenas pelos dados de
MS/MS.

A identificacdo do acido oleandlico e/ou ursolico foi proposta pelo software MS-Dial
com o ion molecular m/z 439,35727 [M+H-H,O]". As fragmentacBes geraram 0s ions m/z
421,3503 [M+H-2H,0]" e m/z 393,3541 [M+H-2H,0-CO]" (Figura 36), formados apés as
perdas de H,O e CO, respectivamente.

H,C CH,

Acido ursoélico Acido oleanoélico

Figura 35 — Estruturas moleculares dos triterpenoides pentaciclicos: acido ursélico e &cidos oleandlico.
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MS2 spectra Precursor: 439.35727 Measurement
100- (A) 191.1779
439.3533
S0- 95.0859
W
2
S
=
g |
2 o 11 I | | |
8 1 — t |
H 121.101 393.344
s
&
50 249.186 439.351
100
191.177
T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z Reference

Figura 36 — (A) Espectro de massas MS/MS, modo positivo, obtido pelo software MS-Dial, do acido oleanélico
e/ou ursolico.

Acidos graxos

Com base nos dados presentes nas bibliotecas, algumas sugestdes de estruturas foram
propostas para acidos graxos.
Acidos graxos octadecanoides, insaturados, contendo grupos hidroxilas ou

hidroperdxidos (Figura 37) foram identificados por tentativa entre as fragbes 05 e 07.
HO

o] ~o o
HyC — X OH H.jc/E/\:/\\\)\/\/\/\)J\OH
OH
13-HOTIE : 9-HpOTiE
(Acido 13-hidroxi-octadecatrienoico) (Acido 9-hidroperoxi-octadecatrienoico)
H4C. [ i HO\O i
k] =
OH Hﬁc\/\/\:_—/\\/’\/\/\/\)LOH
OH
) 13-HODE ) 9-HPODE
(Acido 13-hidroxi-octadecadienoico) (Acido 9-hidroperoxi-octadecadienoico)

Figura 37 — Acidos graxos octadecanoides, insaturados, contendo grupos hidroxilas ou hidroperoxidos
identificados no EBFJ.

O 4cido 13-hidroxi-octadecadienoico (13-HODE) foi identificado pelo ion m/z
295,22708 [M-H], as perdas de 18 Da e 44 Da geraram, respectivamente, os ions m/z
277,2182 [M-H-H,0] e m/z 251,2375 [M-H-COQ]  (Figura 38).
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MS2 spectra Precursor: 295.22708 Measurement
1004 (A) 295.2273
(o]
HsC —
s = OH
50
g OH
S
2
E- I 68.251 112.9843 1831375 ) ) Y
; 59.0142 113.0974 171.103195.1395 251.2386 | 1
kS|
)
oc
50
1007 295.2283
50 100 150 200 250 300
m/z Reference
MS2 spectra Precursor: 295.22708 Measurement
®)
1004 295.2273
w 50
]
B
I 230.9857 251.2375 277.2182 ,
s 251.2386 |
k=] 277.2179
R
]
< 50
1007 295.2283
220 230 240 250 260 270 280 290 300
m/z Reference

Figura 38 — (A) Espectro de massas MS/MS, modo negativo, obtido pelo software MS-Dial referente a
substancia 13-HODE. (B) Expansdo do espectro MS/MS referente a substancia 13-HODE.

E o &cido 13-hidroxi-octadecatrienoico (13-HOTrE) foi identificado pelo ion m/z
293,21240 [M-H], as fragmentacBes com perdas de 18 Da e 58 Da geraram, respectivamente,
0s ions m/z 275,2030 [M-H-H,0] e m/z 235,1702 [M-H-CH,COO]" (Figura 39).
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MS2 spectra Precursor: 293.2124 Measurement
1004 3 293.2126
H,C — T OH
g% OH
= 275.203
] 112.9845 183.1372 i !
S t | I
121.1026 141.0925 171.103
2 195.1395 2231345 275.2022
3
= 50
100} 293.2127
150 200 250 300
m/z Reference

Figura 39 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, obtido pelo software MS-Dial referente a substancia
13-HOTTE.

Os acidos hidroxiperdxido: acido 9-hidroperoxi-octadecadienoico (9-HPODE) e acido
9-hidroperoxi-octadecatrienoico (9-HpOTYrE) foram identificados pelos ions m/z 311,22318
[M-H] (Figura 40) e m/z 309,20749 [M-H] (Figura 41), respectivamente. Estes acidos
apresentam fragmentacges semelhantes, com perda de agua (-18 Da) e do grupo carboxilico (-
44 Da). Com essas perdas, 0 9-HPODE forma os ions m/z 293,2126 [M-H-H,O] e m/z
249,2217 [M-H-COO] e o 9-HpOTrE forma os ions m/z 291,1947 [M-H-H,O] e m/z
247,2066 [M-H-COO]".

MS2 spectra Precursor: 311.22318 Measurement
1004 Ho\o o 293.2126
Hac\/V\—;A/L/\/\/\).LOH
o 507 311.2247
g
3
5 | 681671 113,096 185.1185 249.2217
32 : 1 | & A
§ 149.12167.04185.094 249.153 275.16 [
£ 311.141
°
= 50+
100+
293.169
100 150 . 200 250 300
m/z Reference

Figura 40 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, obtido pelo software MS-Dial referente a substancia 9-
HPODE.



89

MS2 spectra Precursor: 309.20749 Measurement
100 o 291.1947
~o o
@ 50 H CA:/\:/\/‘\/\/\/\)J\OH
E 3 309.209
E 71.049 197.118 273.1878
< 0 i 1 I 1 } . i 1 prl 1 Ly 11 i L —1
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_‘E 139.1129 165.1284 247_206225'2171
o
= 504 309.2068
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Figura 41 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, obtido pelo software MS-Dial referente a substancia 9-

HpOTrE.

A identificag8o dos 4cidos graxos octadecanoides: 13-HODE, 13-HOTTrE, 9-HPODE e
9-HpOTrE foi proposta pelo software MS-Dial. Este € o primeiro relato de identificacdo

destas substancias na espécie S. malaccense e no género Syzygium.

A identificacdo do &cido malingico foi proposta pelo

software MZmine, com ion

molecular m/z 327,21768 [M-H] e apresentou perdas sucessivas de -18 Da, referentes a

clivagem das hidroxilas em forma de 4gua. A Figura 42 demonstra a estrutura molecular e o

espectro de massas MS/MS do &cido malingico. Este é o primeiro relato de identificacdo do

4cido malingico na espécie S. malaccense e no género Syzygium.

20181003_CCC_Aline #25887 RT: 10621 AV:1 NL: 143E7
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Figura 42 — Estrutura molecular e espectro de massas MS/MS, modo negativo, da substancia acido malingico.
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Acidos anacardicos

Os &cidos anacérdicos sdo uma mistura de acidos salicilicos substituidos com cadeia
alquilica, majoritariamente composta por 15 ou 17 atomos de carbono. Esta cadeia lateral
longa favorece o carater lipidico dessas substancias. O grau de instauragdo pode variar entre
cadeia saturada e cadeias mono, di ou tri-insaturadas (ERSAN et al., 2016; SEONG et al.,
2014).

Os é&cidos anacardicos sdo encontrados, principalmente, na familia Anacardiaceae
(CORREIA; DAVID; DAIVID, 2006). O cajueiro (Anacardium occidentale) é um exemplo de
espécie que contém acidos anacardicos, e estes estdo presentes em maior quantidade no liquido da
casca da castanha do caju (MORAIS et al., 2017). Outro exemplo descrito na literatura de espécie
contendo &cidos anacardicos é Pistacia vera L. (pistache), estas substancias foram isoladas das
cascas dos frutos (ERSAN et al., 2016). Varias atividades biol6gicas séo descritas para os acidos
anacardicos (CORREIA; DAVID; DAIVID, 2006), dentre estas, atividade moluscicida
(MENDES et al., 1990), antioxidante e antifingica (MORAIS et al., 2017).

Algumas estruturas moleculares dos &cidos anacardicos estdo representadas na Figura
43, este é o primeiro relato na literatura de identificacdo destas substancias na espécie S.

malaccense e no género Syzygium.

O _-OH
HaC OH
3 S o i
Acido anacardico (C17:3)
Os_ OH
HsC S OH
Acido anacardico (C17:1)
O.. __OH
I

i

Acido anacardico (C15:1)

Acido anacardico (C15:0)

Figura 43 — Estruturas moleculares dos acidos anacérdicos.
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O 4cido anacérdico (C15:0) foi identificado pelo MS-Dial a partir do ifon m/z
347,25952 [M-H]" com perda de -44 Da, referente a clivagem do grupo carboxilico, formando
o0 fon fragmento m/z 303,2681 [M-H-COOQ] (Figura 44).

MS2 spectra Precursor: 347.25952 Measurement
1004 347.2583
HO o
=
o] HaC OH
® 303.2681
S
s
. 67.8856
® 145.0508
=
3
< 303.2695
50 .
100+
347.2593
T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350
m/z Reference

Figura 44 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, obtido pelo software MS-Dial do &cido anacérdico
(C15:0).

Por similaridade de fragmentacdo e busca na literatura, foram propostos: o &cido
anacérdico (C17:3), &cido anacéardico (C17:1) e o acido anacardico (C15:1). O ion m/z
369,24326 [M-H], fragmentando em m/z 325,25357 [M-H-COO], foi proposto como
identificagdo do 4cido anacérdico (C17:3) (Figura 45).
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Figura 45 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo do 4cido anacérdico (C17:3).
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O écido anacérdico (C17:1) identificado pelo ion m/z 373,27460 [M-H] e ion de
fragmentacdo de m/z 329,28479 [M-H-COQ] (Figura 46) e o &cido anacardico (C15:1)
identificado com ion m/z 345,24338 [M-H], fragmentando em m/z 301,25342 [M-H-COO]
(Figura 47). A perda de — 44 Da, comum a todos os acidos anacardico citados corresponde a
clivagem do grupo carboxilico (ERSAN et al., 2016).

20181003_CCC_Aline #4793 RT: 19.77 AV: 1 NL: 8.61E7

F: FTMS - p ESId Full ms2 373.1138@hcd20.00 [50.0000-400.0000]
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Figura 46 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo do acido anacardico (C17:1).
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Figura 47 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo do &cido anacardico (C15:1).
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Norisoprenoides

Foram identificados por tentativa dois norisoprenoides (Figura 48), o 9-Epiblumenol
B com ion m/z 209,15324 [M+H-H,0]", de acordo com o espectro de massas MS/MS obtido
pelo software MS-Dial demonstrado na Figura 49 as perdas sucessivas de -18 Da, relativas a
agua, geraram o0s ions m/z 191,1430 [M+H-2H,0]" e m/z 173,1314 [M+H-3H,0]*. O
norisoprenoide glicosilado Blumenol C hexosideo foi identificado pela presenca do ion m/z
373,18350 [M+H]", com perda inicial de -162 Da relativo a hexose, gerando o ion m/z
211,16884 [M+H-162]", e perdas sucessivas de -18 Da, relativas a agua, geraram 0s ions m/z
193,15840 [M+H-162-H,0]" e m/z 175,14784 [M+H-162-2H,0]" (Figura 50). Este é o
primeiro relato na literatura de identificacdo destas substancias na espécie S. malaccense e no
género Syzygium.

CH3

9-Epiblumenol B Blumenol C hexosideo

Figura 48 — Estruturas moleculares das substancias 9-Epiblumenol B e Blumenol C hexosideo.

MS2 spectra Precursor: 209.15324 Measurement

150

1001 99.0446 133.1006

71.0497
81.0705

209.1525
151.1119 191.143
173.1314
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e

Relative abundance
?

79.0526
191.1439
50+ 91.0543  107.0855121.1021  139.0755 209.155
H3C, CHs CH
100 E
149.0972 CHs
150
80 100 120 140 160 180 200
m/z Reference

Figura 49 — Espectro de massas MS/MS, modo positivo, obtido pelo software MS-Dial do 9-Epiblumenol B.
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Figura 50 — Espectro de massas MS/MS, modo positivo, do Blumenol C hexosideo.

Derivados de acidos carboxilicos

Os é&cidos carboxilicos foram identificados por tentativa tanto pelo software MS-Dial
quanto por buscas na literatura e bancos de dados disponiveis on-line para espectrometria de
massas com base na similaridade de fragmentagdo. O software MZmine auxiliou na
identificagdo de algumas substancias, porém com identificacdo, em sua maioria, sem
espectros de fragmentacdo.

Como &cido monocarboxilico alifatico foi identificado o &cido 3-metil-but-2-enoico
(&cido senecioico) (Figura 51) pelo software MS-Dial, o espectro de massas MS/MS é
apresentado na Figura 52. Para o acido 3-metil-but-2-enoico, o espectro de massas MS/MS
apresentou fon molecular protonado m/z 101,05997 [M+H]" e fragmentacio com perda de -42
Da [M+H-42]", possivelmente referente a perda de CsHg (PAVIA et al., 2015) correspondente
na molécula a CH3CCHjs, gerando o ion m/z 59,0496, equivalente ao residuo COOHCH+H
[58+H]". Como &cido monocarboxilico aromatico tem-se o &cido benzoico (Figura 51),
identificado apenas com dados de MS, com ion m/z 121,02824 [M-H]". Esta substancia foi
considerada por se tratar de um precursor da rota metabdlica de outras substincias
identificadas no EBFJ, bem como por estar descrita na literatura para a espécie S. malaccense
(BATISTA et al., 2017).
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HO 0
HsC OH
3 W “n
CH; O | e
Acido 3-metilbut-2-enoico Acido benzoico

Figura 51 — Estruturas moleculares dos &cidos monocarboxilicos alifatico (acido e-metilbut-2-enoico) e
aromatico (&cido benzoico).

MS2 spectra Precursor: 101.05997 Measurement
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Figura 52 — Espectro de massas MS/MS, modo positivo, obtido pelo software MS-Dial, do acido 3-metil-but-2-
enoico (acido senecioico).

Foram identificados os acidos monocarboxilicos de cadeia ciclica ou poliol ciclico: o
&cido chiquimico, o &cido 3-dehidrochiquimico, o &cido 3-dehidroquinico e o &cido quinico

(Figura 53).

v /u
HO 0H 0% oH

H OH

O

Acido chiquimico Acido 3-dehidrochiquimico Acido 3-dehidroquinico Acido quinico

Figura 53 — Estruturas quimicas dos &cidos monocarboxilicos de cadeia ciclica.

O acido 3-dehidrochiquimico foi identificado pelo MS-Dial (Figura 54),
demonstrando ion molecular m/z 153,01804 [M-H-H,0] com perda de -44 Da referente ao
grupo carboxila, gerando o ion m/z 109,0287 [M-H-H,0-COQ]". Partindo da existéncia dessa
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substancia, buscou-se pelos outros acidos carboxilicos ciclicos citados. Os &cidos chiquimico
e 3-dehidroquinico apresentaram fragmentacédo caracteristica de acido carboxilico (Figura 55)
e 0 4cido quinico foi identificado apenas por MS, ion m/z 193,0705 [M+H]" (WHEELER,

2016).

MS2 spectra Precursor: 153.01804 Measurement
100 0§/0H 153.0186
Py
507 \\/L
Y oF OH
= Z
§ 109.0287 OH
2, 51.715 ) ) ) ) B |,
; 65.0399 125.0248
E 109.0297
&
50-|
1007 153.0197
T T T T T T
60 80 100 120 140 160
m/z Reference

Figura 54 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, obtido pelo software MS-Dial, do &cido 3-
dehidrochiquimico.
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Figura 55 — Espectros de massas MS/MS do &cido chiquimico (superior) e &cido 3-dehidroquinico (inferior).

Entre os acidos dicarboxilicos alifaticos, foram identificados: o acido tartarico e seus

derivados, tartarato de metila, tartarato de dimetila e tartarato de dietila; o acido succinico; o

&cido malico e seu derivado, acido etil-malico; o acido hidroxi-glutérico; o &cido maleico; o

&cido mesaconico e o acido malénico e seu derivado malonato de dietila (Figura 56). Estas

substancias ainda néo foram descritas na literatura para a espécie S. malaccense.
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Figura 56 — Estruturas quimicas dos acidos dicarboxilicos alifaticos identificados.

Dentre as substancias: acido tartarico, tartarato de metila, tartarato de dimetila e

tartarato de dietila, apenas a primeira foi identificada pelo MS-Dial, as demais foram

identificadas por busca na literatura. No espectro de massas MS/MS do é&cido tartérico
(Figura 57), o ion molecular m/z 149,00793 [M-H] perde —OH em forma de agua [M-H-
H,0] e gera um sinal pouco abundante em m/z 130,9974, com a perda do grupo carboxila (—
COOH) [M-H-44] gera um sinal em m/z 105,0184 (PAVIA et al., 2015). No caso de acidos
carboxilicos, o rearranjo de McLafferty produz um pico em m/z 60, para esta substancia,

considerando o [M-HJ’, tem-se um pico em m/z 59,0126.

MS2 spectra Precursor: 149.00793 Measurement
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Figura 57 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, obtido pelo software MS-Dial, do acido tartarico.

Para os ésteres do acido tartarico: tartarato de metila, tartarato de dimetila e tartarato

de dietila, o padrdo de fragmentacdo apresentado auxiliou na identificacdo dessas substancias,
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bem como a observacéao de sinais de ion molecular pouco abundantes nos espectros de massas
(PAVIA et al., 2015).

No caso do tartarato de metila, ion molecular m/z 163,02379 [M-H] (Figura 58),
apresenta perda de -32 Da referente ao grupo metoxila (-OCHjs), gerando o ion m/z 130,99739
ou perda de -60 Da referente a -COOHCHS3, gerando o ion m/z 103,00237 referente aos
residuos do &cido tartarico.
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Figura 58 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, do tartarato de metila.

O padrédo de fragmentacdo se desdobra para o tartarato de dimetila, fon molecular m/z
177,03958 [M-H] (Figura 59), porém com perda inicial de -46 Da dos grupos metila e
metoxila, gerando o fon m/z 130,99739 [M-H-46] referente ao residuo do &cido tartarico e o
tartarato de dietila com ion molecular m/z 205,07092 [M-H]" com perda -74 Da dos grupos
etila e etoxila, resultando no ion m/z 130,99747 [M-H-74], referente aos residuos do acido
tartarico (Figura 60).



20181003_CCC_Aline #45974 RT: 188.36 AV:1 NL: 1.58E7

F: FTMS
100

0
80
70 -44 Da
60

72.99180
50

Relative Abundance

40
30 87.00742
20

10
69.37203

- 52 177.0395@hcd20.00 [50.0000-200.0000]
59.01253

103.00236 l

-28Da

115.03876

130.99739
-

l 159.02885

-18 Da

-
177.03858

-28Da

- 46 Da

100

Ot
B

110 120

1
LI I e e

130
miz

L L e e

T
140 150 160 170 180 190

Figura 59 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, do tartarato de dimetila.
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Figura 60 — Espectros de massas MS/MS, modo negativo, do tartarato de dietila.

O 4cido etil-malico com ion molecular m/z 161,04450 [M-H] apresenta fragmentos

formados pela perda de -18 Da e clivagem do grupo carboxila na forma neutra (-45 Da),

resultando nos ifons m/z 143,03387 [M-H-HO]

respectivamente (Figura 61).

e m/z 115,03903 [M-H-H,O-COOH]J,
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Figura 61 — Espectros de massas MS/MS do &cido etil-malico.

O &cido malbnico com fon m/z 103,00236 [M-H]" foi confirmado apenas pelo MS e
seu derivado malonato de dietila, ion molecular m/z 159,06578 [M-H]" foi identificado por
meio de buscas em banco de dados para o referido ion. As perdas equivalem aos dois grupos
etil da molécula, sendo uma perda neutra de -29 Da, gerando o pico base m/z 130,98244 [M-
H-CH3CHjy] e perda -28 Da, formando o pico m/z 10296741 [M-H-CH,CH,] (Figura 62).
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Figura 62 — Espectros de massas MS/MS do malonato de dietila.
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Figura 63 — Espectros de massas MS/MS dos acidos: (A) malico, (B) hidroxi-glutarico, (C) maleico e (D)
mesaconico.



103

O é&cido succinico, identificado apenas por MS, foi proposto pelo software MZmine,
com ion m/z 117,01800 [M-H], este acido esta presente no metabolismo primario da planta é
0 precursor de outras substancias identificadas no EBFJ. Os &cidos: mélico, hidroxi-glutarico,
maleico e mesaconico foram identificados pelo MS-Dial, apresentando fragmentos formados
pela clivagem do grupo carboxila (-44 Da) e/ou perda de &gua (-18 Da), além de possuirem
em comum o ion m/z 71,0127 (Figura 63).

Também foram identificados &cidos tricarboxilicos, como o &cido aconitico, o 4cido
citrico e seu isdbmero, 0 &cido isocitrico, e o éster citrato de isopropila, representados na
Figura 64, com excecdo do citrato de isopropila que teve sua proposta de identificagdo pelo
MZmine, todos os outros acidos citados foram identificados pelo MS-Dial. Estas substancias
ainda ndo foram descritas na literatura para a espécie S. malaccense.

Ho OH S 0 Ho |
OH OH
HO 0 OH HaC o)
0 HO
HO oH 0 A\
0~ “oH o
0 o g . : .

Acido citrico Acido isocitrico Acido aconitico Citrato de isopropila

Figura 64 — Estruturas moleculares dos acidos tricarboxilicos identificados no EBFJ.

A diferenca dos acidos citrico e isocitrico para o aconitico é a presenca de uma
hidroxila a mais. Os acidos: citrico e isocitrico estdo identificados pelo fon m/z 191,01913
[M-H]’, apresentando perdas de -18 Da, referente a clivagem do grupo hidroxila em forma de
&gua, gerando o fon m/z 173,0078 [M-H-18]".

O é&cido aconitico foi identificado pelo ion m/z 173,00832 [M-H]’, apresenta perda de -
44 Da referente a clivagem do grupo carboxilico, gerando o ion m/z 129,0180 [M-H-COOT,
com posterior perda de -18 Da, formando o ion m/z 111,0071 [M-H-COO-H,0], este padrao
de fragmentacéo também é observado para os cidos citrico e isocitrico (Figura 65).



MS2 spectra Precursor: 173.00832

104

Measurement

HO
1001 (A) 111.0071
50-
g
§
S 57.0333 85.0279 129.018 154.9977
-g 0 L - ‘. 1 1
by 67.0175 | 154.9976 173.0083 192.191
g 111.0075 1290181
<
o
50
1007 85.0281
4‘0 SIO 80 100 120 140 160 1&0 260
m/z Reference
MS2 spectra Precursor: 191.01913 Measurement
111.0071 0
1004 (B) "o
OH
HO
50 "o o
g 87.0077 3 191.0193
1~}
<}
S 57.0332 ’ ‘ S 173.0078
o ' ‘ | ‘ t t
2 oo 173 |
3 87 191
[
o
50
100 .
60 80 100 120 140 160 180 200
m/z Reference
MS2 spectra Precursor: 191.01913 Measurement
111.0071 OH
100 (C) . -
OH (0]
50- 0 oH
g T s 191.0192
K 57.0331 | e I
0 L 1 1
N 57.0331 | | 147.0085) |
S 129.0181
s 729316 154.9976 152 poes o019
o .
504 85.028
1001 111.0074
40 60 8‘0 100 120 140 160 180 200
m/z Reference

Figura 65 — Espectros de massas MS/MS, modo negativo, obtidos pelo software MS-Dial dos &cidos: (A)

aconitico, (B) citrico e (C) isocitrico.
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O citrato de isopropila foi identificado pelo ion molecular m/z 235,16838 [M+H]",

apresentando perda inicial de -60 Da equivalente ao grupo isopropilico, gerando o residuo do
acido citrico com ion m/z 175,05966 [M+H-CH,COOH]" (Figura 66).
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Figura 66 — Espectro de massas MS/MS da substancia citrato de isopropila, m/z 235 [M+H]".

Substancias fenodlicas

O 4-hidroxibenzaldeido ja relatado como substancia identificada no género Syzygium,

teve sua proposta de identificacdo apenas por MS com o ion m/z 121,02831 [M-H] (Figura
67).

/\/<

[ J—
=

4-hidroxibenzaldeido

Figura 67 — Estrutura quimica da substancia 4-hidroxibenzaldeido.
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Da classe dos acidos fendélicos foram identificados alguns acidos hidroxibenzoicos
(estrutura comum, C6-C1) e acidos hidroxicindmicos, 0s quais constituem-se por compostos
aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos, incluindo o grupo carboxila (estrutura
comum C6-C3). A Figura 68 apresenta alguns &cidos hidroxibenzoicos identificados no
fracionamento por CCC do EBFJ, bem como as bases conjugadas, 2,3-dihidroxibenzoato e
2,5-dihidroxibenzoato. Ndo ha relatos da identificacdo destas substancias na espécie S.
malaccense.

Com base na literatura, foi possivel comparar os espectros de massas MS/MS
correspondentes ao acido 4-hidroxibenzoico e propor uma tentativa de identificacdo a partir
do fon molecular m/z 137,02316 [M-H], com perda de -44 Da equivalente a clivagem do
grupo carboxilico, formando o ion m/z 93,03318 [M-H-COO]. O mesmo ocorre com a
tentativa de identificacdo do acido protocatecuico, a partir do ion molecular m/z 153,01822
[M-H] com perda de -44 Da equivalente a clivagem do grupo carboxilico, formando o ion
m/z 109,02821 [M-H-COO]" (Figura 69).

As bases conjugadas, 2,3-dihidroxibenzoato e 2,5-dihidroxibenzoato foram
identificadas pelo MS-Dial. O 2,3-dihidroxibenzoato foi identificado pelo ion m/z 153,01804
[M-H] e o 2,5-dihidroxibenzoato foi identificado pelo fon m/z 153,01848 [M-H]', ambos
apresentam fragmentacdo com perda de -44 Da referente a clivagem do grupo carboxilico,
formando o ion m/z 109,0286 [M-H-COO]  (Figura 70).
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e}
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OH

2.3-Dihidroxibenzoato

Figura 68 — Estruturas quimicas de algumas substancias fendlicas identificadas no EBFJ.

HO

2.5-Dihidroxibenzoato
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Figura 69 — Espectros de massas MS/MS, no modo negativo, das substancias (A) acido 4-hidroxibenzoico e (B)

&cido protocatecuico.
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MS2 spectra Precursor: 153.01804 Measurement
- 153.0186
100{ (A) o o
N 109.0286
OH
50
2 OH
3 o 50.7 85.0279 A )
g 53.1792 81.0331 91.018 ) 122.4608 ’
3
&
50-]
i 109.0282 153.0184
Gb éO 1(50 1‘20 14I10 1€I50
m/z Reference
MS2 spectra Precursor: 153.01848 Measurement
100 (B) o- 5 109.0286 153.0186
OH
50
@
E HO |
o | | | | 1
v 69.0331 85.02895.0124 | 123.0075 137.0187 169.2323
3
W
o<
50
153.0183
100+
109.0282
60 8.0 100 120 140 160 180
m/z Reference

Figura 70 — Espectros de massas MS/MS, no modo negativo, obtidos pelo software MS-Dial das substancias (A)
2,3-dihidroxibenzoato e (B) 2,5-dihidroxibenzoato.

Foram identificados, o acido gélico e seus derivados: galato de metila, galato de etila,
&cido galoilelagico, &cido elagico e seus derivados: o acido metileldgico e o 4cido
dimetilelagico (Figura 71). Alguns trabalhos cientificos relatam a presenca de &acidos
fendlicos, na espécie S. malaccense, como por exemplo, o acido galico, acido eldgico e o
&cido metilelagico (ARUMUGAM et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2006; REYNERTSON et
al.,, 2008; LOWRY, 1968). As substancias: galato de metila, galato de etila, acido
galoilelagico e acido dimetilelagico, foram identificadas pela primeira vez para a espécie S.

malaccense e no género Syzygium.
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Figura 71 — Acidos fenélicos referentes aos hidroxibenzoicos.

A identificacdo dos acidos fenolicos se deu pelo padrdo de fragmentacdo apresentado:
acido galico, identificado pelo MS-Dial (Figura 72), com ion m/z 169,01350 [M-H] e perda

de -44 Da referente a clivagem do grupo carboxilico, gerando o ion m/z 125,0230 [M-H-44]".
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Figura 72 — Espectros MS/MS do acido galico.
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O galato de metila foi identificado pelo ion m/z 183,02888 [M-H]" com perda neutra de
-15 Da referente ao grupo metila, formando o ion m/z 168,00537 [M-H-CHs]™ configurando a
presenca de residuo do seu precursor acido galico. O galato de etila foi identificado pelo ion
m/z 197,04471 [M-H] com perda de -28 Da referente a etila, gerando o ion m/z 169,01315
[M-H-CH,CH,]’, configurando o residuo do seu precursor acido galico (Figura 73).
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Figura 73 — Espectro de massas MS/MS, no modo negativo, das substancias: galato de metila (superior) e galato
de etila (inferior).

O éacido galoilelagico foi identificado pelo ion m/z 469,00473 [M-H]’, com a perda de -
44 Da referente ao grupo carboxilico, gerou o ion m/z 425,01514 [M-H-COO] e com a perda
de -125 Da, gerou o fon m/z 299,99103 [M-H-COO-125], referente a perda do grupo galoil e

formacéo do ion equivalente ao residuo do &cido eldgico (Figura 74).
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Figura 74 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, do acido galoilelagico.

A proposta de identificacdo do &cido eldgico se deu pelo ion m/z 300,99899 [M-HT,
apresentando perda de -44 Da referente ao grupo carboxilico, gerando o fon m/z 257,00818
[M-H-COOQ] (Figura 75).
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Figura 75 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, do &cido elagico.

O écido metileldgico foi identificado pelo ion m/z 315,01456 [M-H]" com perda neutra
de -15 Da, caracteristico de perda de metila, formando o ion m/z 299,99088 [M-H-15]
referente ao seu precursor &cido eldgico (Figura 76). O &cido dimetilelagico néo apresentou
espectro de fragmentacdo MS/MS, apenas ion MS, identificado pelo fon m/z 329,02994 [M-
H].
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Figura 76 — Espectro de massas MS/MS, no modo negativo, do acido metilelagico.

Acidos hidroxicinamicos

Dentre os acidos fendlicos encontrados,

destaca-se a presenca dos &cidos

hidroxicindmicos, tais como o &cido p-cumérico (&cido 4-hidroxicindmico) e um derivado

éster com o 4cido tartarico: o acido coutérico (acido p-cumaroil-tartarico), &cido cafeico,

acido ferdlico e um derivado éster com &cido tartarico: o &cido fertarico (acido feruloil-

tartarico) (Figura 77). Entre essas substancias, apenas o acido p-cumaérico ja foi identificado

na espécie S. malaccense, as demais foram identificadas pela primeira vez neste trabalho.
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Figura 77 — Estruturas quimicas dos &cidos hidroxicindmicos e derivados identificados no EBFJ.

O é&cido 4-hidroxicindmico foi proposto pelo MS-Dial, identificado pelo ion molecular
m/z 163,03891 [M-H] que apresenta perda de -44 Da referente a clivagem do grupo
carboxilico, formando o ion m/z 119,0483 [M-H-COO]J (Figura 78). O seu derivado éster, o
&cido coutarico, foi identificado com base na literatura (Maier, et al., 2006) e pela presenca do
fon m/z 295,04572 [M-H]’, a perda de -132 Da referente ao residuo do &cido tartarico, gerou o

fon m/z 163,03914 [M-H-132] que é alusivo ao &cido p-cumérico (acido 4-hidroxicindmico)

(Figura 79).

MS2 spectra Precursor: 163.03891 Measurement
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Figura 78 — Espectro de massas MS/MS, no modo negativo, obtido pelo software MS-Dial do &cido p-cumarico

(&cido 4-hidroxicindmico).



114

20181003_CCC_Aline #45019 RT: 184.49 AV: 1 NL: 1.61E7

F: FTMS - p ESld Full ms2 295.0458@hcd20.00 [S0.0000-320.0000]
100 163.03914

90

I
o

149.00810

i
5

[0}
o

N
o

59.01261 - 132 Da
87.00758 119.04912 -

. ‘ | | 200.24004 205.04572

f T T T T T T T T T T T
300

-
(o]
[ERE NN

o
4]
o
a
Q
=]
-l
-
o
N
o
o
N
]
o

miz

Figura 79 — Espectro de massas MS/MS, no modo negativo, do acido coutérico.

O é&cido cafeico foi caracterizado pelo ion molecular m/z 179,03418 [M-H] com perda
neutra de -45 Da referente a um grupo carboxila, gerando o ion m/z 134,98680 [M-H-COOH]
(Figura 80).

20181003_CCC_Aline #50744 RT: 207.57 AV:1 NL: 2.88E5
F: FTMS -p ESId Full ms2 179.0551@hcd20.00 [50.0000-200.0000]

71.01250

100

(o] OH
=
90
80 =
89.02307

70 i

o
59.01254

£ e0 e
B HO
2
£ so
P OH
=
g 40
o

30 134.98680

-45 Da
20 7651176 101.02316 h
113.02317 178.81422
10 | 85.02812 150.95323
- 119.03349
N | sls.mza‘e 139,0‘1334 186.80708
L e e ey e
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
miz

Figura 80 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, do acido cafeico.

O é&cido ferdlico foi identificado pelo fon molecular m/z 193,04967 [M-H]", com a
perda de -44 Da do grupo carboxilico, gerou o ion m/z 149,09587 [M-H-COO]J, apresentou
também fragmento com perda neutra de -15 Da referente ao grupo metila, resultando no ion
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m/z 178,02626 [M-H-15] e perda de -32 Da referente ao grupo metoxila, gerando o ion m/z
161,02328 [M-H-32] (Figura 81).

O éster correspondente, o acido fertarico foi identificado pelo ion molecular m/z
325,03735 [M-H], com perda do residuo do &cido tartarico -132 Da, formando o ion m/z
193,04982 [M-H-132] e posteriormente, sofre a perda de -44 Da referente ao grupo
carboxilico, formando o ion m/z 149, [M-H-132-COOQ] (Figura 82).
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Figura 81 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, do éacido ferdlico.
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Figura 82 — Espectro de massas MS/MS, modo negativo, do éacido fertarico.
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Flavonoides

Também foram encontradas no fracionamento CCC, substancias pertencentes ao grupo
dos flavonoides, ou seja, aquelas que apresentam como esqueleto basico C6-C3-C6.

A antocianidina delfinidina (Figura 83) foi identificada pelo ion molecular m/z
303,04935 [M]", com perda inicial de -18 Da referente a clivagem do grupo hidroxila em
forma de 4gua, gerando o ion m/z 285.03897 [M-H,0]" e perda de -28 Da referente a —CO,
gerando o fon m/z 257,04419 [M-H,O-CO]" (Figura 84). Este é o primeiro relato de
identificacdo desta substancia para a espécie S. malaccense.

OH
OH
N
HO o)
= OH
Zon
OH

Figura 83 — Estrutura molecular da antocianidina delfinidina.
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Figura 84 — Espectro de massas da substancia delfinidina.

O flavonol quercetina, derivados isdbmeros glicosilados: quercetina-7-O-ramnosideo e

guercetina-3-O-ramnosideo e um derivado de quercetina-7-O-ramnosideo foram identificados
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no EBFJ, as estruturas moleculares dessas substancias estdo demonstradas na Figura 85.
Estas substancias ja foram descritas para a espécie Syzygium malaccense (BATISTA et al.,
2017; NOREEN et al., 1998; REYNERTSON, 2008), com excecdo do derivado de
quercetina-7-O-ramnosideo que ndo teve sua estrutura definida na literatura.

OH
oH OH
HO OYQiOH HSC:EOJ/O o ‘ O
i ToH HO™ ™y "o . [ on
oH 0 OH OH © :
OH

Quercetina Quercetina-7-O-ramnosideo Quercetina-3-O-ramnosideo

Figura 85 — Estruturas moleculares da quercetina e derivados glicosilados.

A proposta de identificacdo para quercetina se deu pelo ion molecular m/z 303,04926
[M+H]" que apresenta perda de -18 Da referente ao grupo hidroxila, gerando o ion m/z
285,03891 [M+H-H,0]" e duas perdas consecutivas de -28 Da referentes a —CO, gerando
respectivamente os ions m/z 257,04395 [M+H-H,0-CO]" e m/z 229,04900 [M+H-H,0-
2COT".
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Figura 86 — Espectro de massas MS/MS, modo positivo, da quercetina.
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Com o auxilio do software MS-Dial foram propostos duas estruturas como derivados
isbmeros glicosilados da quercetina: quercetina-7-O-ramnosideo e quercetina-3-O-
ramnosideo, representados pelo ion m/z 447,0936 [M-H] e m/z 447,09366 [M-H]
respectivamente, ambos com perda de -146 Da, referente a ramnose, gerando o ion m/z
301,0364 [M-H-146] (Figura 87).
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Figura 87 — Espectros de massas MS/MS obtidos no modo negativo pelo software MS-Dial das substéncias:
quercetina-7-O-ramnosideo (superior) e quercetina-3-O-ramnosideo (inferior).

Um derivado da quercetina-3-O-raminosideo foi proposto pelo ion m/z 653,16821 [M-
H]™ (estrutura ndo elucidada) com uma perda inicial de -206 Da, gerando o pico base m/z
447,09335 [M-H-206] referente ao residuo da substancia precursora (Figura 88).
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Figura 88 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo do derivado da quercetina-3-O-raminosideo.

Também foram identificadas por tentativa a substancia miricetina e seu derivado

glicosilado miricitrina (miricetina-3-O-f4-ramnosideo) (Figura 89). Estas substéncias j& foram
identificadas na espécie S. malaccense (ARUMUGAM et al., 2014; NOREEN et al., 1998;
OLIVEIRA et al., 2006).

Miricetina

HqC' “OH

OH
Miricitrina
(Miricetina-3-O-f-ramnosideo)

Figura 89 — Estruturas quimicas da miricetina e seu derivado glicosilado miricitrina (miricetina-3-O-4-

ramnosideo)

A miricetina foi identificada com auxilio do MS-Dial pelo pico base/ion molecular m/z
317,03058 [M-H] e m/z 319,04434 [M+H]" (Figura 94).
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MS2 spectra Precursor: 317.03058 Measurement
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Figura 90 — Espectros de massas MS/MS obtidos pelo software MS-Dial nos modo de ionizagéo negativo (A) e
positivo (B) da miricetina.

A miricitrina também foi identificada com auxilio do MS-Dial, apresentando como
jons moleculares m/z 463,08801 [M-H] e m/z 465,10324 [M+H]" (Figura 91). Fragmentos
com perda de -146 Da correspondendo a quebra da ligacdo do grupo ramnosideo com a
aglicona, gerando os ions m/z 317,0318 [M-H-146] (A Figura 92 apresenta o espectro de
massas ampliado do fon precursor m/z 463,08801 para visualizar o referido ion) e m/z

319,0447 [M+H-146]", referentes aos residuos de miricetina.
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MS2 spectra Precursor: 463.08801 Measurement
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Figura 91 — Espectros de massas MS/MS obtidos pelo software MS-Dial nos modo de ionizagéo negativo (A) e

positivo (B) da miricitrina.

MS2 spectra Precursor: 463.08801 Measurement
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Figura 92 — Espectro de massas ampliado do ion precursor m/z 463,08801 para visualizar o fon m/z 317,0318.
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A mearnsetina, também conhecida como miricetina 4’-O-metil éter foi identificada no
EBFJ, bem como dois derivados desta substancia que ndo tiveram suas estruturas elucidadas.
Um derivado glicosilado, a mearnsitrina ou mearnsetina-3-O-4-ramnosideo (miricetina 4’-O-
metil éter 3-O-p-ramnosideo) também foi identificado, bem como dois derivados desta
substancia, sem a estrutura elucidada. As estruturas quimicas estdo representadas na Figura
93. Neste grupo de substancia verificou-se que apenas a mearnsetina e a mearnsitrina ja foram
identificadas para a espécie S. malaccense (OLIVEIRA et al., 2006; NOREEN et al., 1998).

‘ S TCH,
HO o)
‘ RS | “F on
= i OH
OH ©
Mearnsetina
(Miricetina 4'-O-metil éter) Mearnsitrina

Mearnsetina-3-O-f-ramnosideo
(Miricetina 4'-O-metil éter 3-O-F-ramnosideo)

Figura 93 — Estruturas quimicas das substancias mearnsetina e mearnsitrina.

A mearnsetina foi identificada pelos m/z 331,04565 [M-H] e 333,05948 [M+H]",
ambos o0s ions apresentam em seus respectivos espectros, perda de -15 Da, gerando os ions
m/z 316,02203 [M-H-15] ou na forma de ionizag&o positiva, o ion m/z 318,03610 [M+H-
15]", esta perda inicial é referente & quebra do grupo metila no anel B aromatico ligado ao
carbono oxigenado na posico 4' da substancia (Figura 94).

A mearnsitrina (mearnsetina-3-O-p-ramnosideo) foi identificada pelo ion m/z
477,1044 [M-H] (Figura 95) e m/z 479,11724 [M+H]" (Figura 96). Apresentam perda de -
146 Da, geraram os ions m/z 331,0449 [M-H-146] e 333,05966 [M+H-146]", correspondendo
a quebra da ligacdo do grupo raminosidico com a aglicona e em seguida a perda de -15 Da,
gerando os fons m/z 316,0226 [M-H-146-CHs] e m/z 318,03611 [M+H-146-CHs]", que sio
referentes a quebra do grupo metila no anel B aromaético ligado ao carbono oxigenado na
posi¢do 4°, caracterizando a presenga do padrdo de fragmentacdo da mearnsetina.
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Figura 94 — Espectros de massas MS/MS obtidos nos modos de ionizagdo negativo (A) e positivo (B) referentes

a identificacdo da substancia mearnsetina.
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Figura 95 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo de ionizagdo negativo da substancia mearnsitrina
(mearnsetina-3-O-p-ramnosideo).
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Figura 96 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo de ionizagdo positivo da substancia mearnsitrina
(mearnsetina-3-O-p-ramnosideo).

Foram identificados dois ions que podem ser derivados de mearnsetina. Foram
denominados como derivado de mearnsetina | e 1l. O derivado de marnsetina | teve sua
proposta de identificacdo pelo presenca do ion molecular m/z 469,0047 [M-H] com perda
inicial de -138 Da, gerando o ifon m/z 331,004578 [M-H-138], com perda de -15 Da
equivalente ao grupo metila, formando o ion m/z 316,02222 [M-H-138-CHs]’, a fragmentacéao
indica a presenca de residuo de mearnsetina (Figura 97).
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Figura 97 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo de ionizagdo negativo referente ao derivado de
mearnsetina |.
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O derivado de mearnsetina Il, tem como ion molecular m/z 465,1025 [M+H]", com
perda de -132 Da (caracteristico de pentose), gerando o ion m/z 333,05988 [M+H-132]" e
posterior perda de -15 Da equivalente ao grupo metila, formando o fon m/z 318,03656 [M+H-
132-CHs]", novamente, a fragmentacio indica a presenca de residuo de mearnsetina (Figura
98).
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Figura 98 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo de ionizagdo positivo referente ao derivado de
mearnsetina 1.

Foram identificados dois ions que podem ser derivados da substancia mearnsitrina.
Foram denominados como derivado de mearnsitrina | e Il. O derivado de mearnsitrina | foi
identificado pelo fon m/z 683,18011 [M-H], com perda de -206 Da, gerando o ion m/z
477,10333 [M-H-206], ion referente ao residuo mearnsitrina, seguido dos fragmentos
correspondentes, -146 Da correspondente do grupo ramnosideo, formando o ifon m/z
331,04599 [M-H-206-146]- €, em seguida, a perda de -15 Da, gerando o ion m/z 316,02200
[M-H-206-146-15] (Figura 99).

O derivado de mearnsitrina Il foi identificado pelo ion m/z 523,1093, com perda de -46
Da, gerando o fon m/z 477,10410 [M-H-46], ion referente ao residuo mearnsitrina [M-HJ’,
seguido da fragmentacdo correspondente a substancia precursora, detalhada no espectro de

massas apresentado na Figura 100.
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Figura 99 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo referente ao derivado de mearnsitrina I.
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Figura 100 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo referente ao derivado de mearnsitrina I1.
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O ifon m/z 477,10366 [M-H] foi proposto como identificacdo da substancia europetin-
3-O-ramnosideo (Figura 101) com perda de -146 Da, relacionada a ramnose, gerando o ion
da aglicona m/z 331,04602 [M-H-146]" e posterior perda de -15 Da referente ao grupo metila,
formando o ion m/z 316,02219 [M-H-146-CH3] (Figura 102). A substancia europetin 3-O-
galactosideo (Figura 101) também foi identificada com auxilio do MS-Dial, pelo ion m/z
495,11307 [M+H]*, com perda de -162 Da referente a galactose, formando o ion m/z
333,06100 [M+H-162]" e -15 Da referente ao grupo metila, ion formado m/z 318,033641
[M+H-162- CHs]" (Figura 103). Entre estas duas substancias, o europetin-3-O-ramnosideo ja
foi relatado como substancia identificada no género Syzygium, sendo as duas inéditas para a

espécie S. malaccense.

OH
OH
0
He | OH
0
HO 0 /'\ OH
0
‘ 3 HO. .
HiCY H) “OH T ; OH
HO HO
Europetin-3-O-ramnosideo Europetin-3-0-galactosideo

Figura 101 — Estruturas quimicas das substancias: europetin 3-O-ramnosideo e europetin 3-O-galactosideo.

20181003_CCC_Aline #41175 RT: 16882 AV:1 NL: 433E7
F: FTMS -p ESld Full ms2 477 1036@hcd20.00 [50.0000-505.0000]
100 47710388

90 OH

80

70

316.02219
60 HO 0 /'\
o -15Da
", -«
50 Hac "OH
HO 331.04602,

40

Relative Abundance

30
- 146 Da

20

10 350.30698
67.58634 141.75931 239.13693 270.00787 ) 373.05725 462.08188 |
- T

O A Ml Mt i T LIRSl At e s

Mt i ) T T
50 100 180 200 250 300 350 400 450 500
miz

Figura 102 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo para a substancia europetin-3-O-ramnosideo.
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MS2 spectra Precursor: 495.11307 Measurement
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Figura 103 — Espectro de massas MS/MS obtidos no modo positivo para a substancia europetin-3-O-
galactosideo.

Lipidios

N&o foram encontrados relatos na literatura sobre a identificacdo de lipidios para a
espécie S. malaccense ou até mesmo no préprio género Syzygium. Sendo assim, este é o
primeiro relato de identificag8o destes lipidios para a referida espécie.

Os monoglicerideos, monolinolenina m/z 353,26846 [M+H]", monolinoleina m/z
355,2843 [M+H]" e palmitoil-glicerol m/z 331,2843 [M+H]" (Figura 104) foram
identificados pelo MS-Dial. Este grupo de substancias apresentou um padréo de fragmentagéo
com perda inicial de —18 Da, referente a clivagem do grupo hidroxila em forma de agua e com
perda de —74 Da, referente a clivagem do residuo glicerol (-CH,CHOHCH,0), de acordo com

0s espectros de massas apresentados na Figura 105.
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Figura 104 — Estruturas moleculares de monoglicerideos identificados no EBFJ.
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MS2 spectra Precursor: 353.26846 Measurement
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Figura 105 — Espectros de massas MS/MS obtidos pelo software MS-Dial no modo positivo para as substancias,
(A) monolinolenina, (B) monolinoleina e (C) palmitoil-glicerol.
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Os grupos, glicerilfosforilcolina, fosforilcolina e colina (Figura 106) foram
identificados pelos softwares MZmine e MS-Dial. Estas estruturas sdo intermediarias na
sintese dos lipidios complexos identificados no EBFJ. A fosforilcolina foi identificada pelo
fon m/z 183,02888 [M]’, com perda de -15 Da referente ao grupo metila, gerando o ion m/z
168,00529 [M-CHs]" (Figura 107). O espectro de massas MS/MS da substancia colina
apresenta fon molecular m/z 104,10732 [M]*, com fragmentos referentes perda da hidroxila,
gerando o ion m/z 87,0442 e perda de —27 Da, referente a perda do grupo etil, gerando o ion
m/z 60,0812 [M-27]" que é correspondente do residuo —N"(CHas)s. Os fragmentos descritos
para a colina foram observados no espectro de massas MS/MS da glicerilfosforilcolina m/z
258,10965 [M]" (Figura 108).

0 CH, o CH, HO CH,
! It O _\—ILLCH
Ho 070" ™ ek, HO™ N\ /7 CH, |
0 CH, HC CH,
OH
Glicerilfosforilcolina Fosforilcolina Colina

Figura 106 — Estruturas intermediarias na sintese dos lipidios complexos identificados no EBFJ.
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Figura 107 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo para a substancia fosforilcolina.
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MS2 spectra Precursor: 258.10965 Measurement
- (o] CH
1004 (A) 104.1076 I |+3
P N
HO/Y\O/ | :"O/\”‘/ | \CHa
(@] CH
50 OH 3 258.1078
g
= 86.097 124.9995 184.074
S
g 0 g 1 o
o
£ 184.0748
s
S 86.0971
o . 125.0012 258.1106
1007 104.1076
T T T r '
50 100 150 200 250
m/z Reference
MS2 spectra Precursor: 104.10732 Measurement
CH
100 (B) Hox i, 3 104.1067
N—CH;
CH4
50
b=t 87.0442
5 60.0812
S 69.034
€ o ; i - - I . N
= 44.049 70.0652
B 60.0804
&
50
100
104.1076
40 50 60 70 80 20 100 110
m/z Reference

Figura 108 — Espectros de massas MS/MS obtidos pelo software MS-Dial no modo positivo para as substancias
(A) glicerilfosforilcolina e (B) colina.

Os lipidios alquil fosfocolina demonstrados na Figura 109: oleoil-glicerol-fosfocolina
(Oleoil lisolecitina), ion molecular m/z 522,35614 [M+H]", 1-estearoil-glicerol-3-fosfocolina
m/z 524,37231 [M+H]" e 1-palmitoil-glicerol-3-fosfocolina m/z 496,34045 [M+H]" foram
identificados pelo MS-Dial. Os espectros de massas desses trés lipidios apresentaram o
seguinte padrdo de fragmentacéo, perda inicial de —18 Da, equivalente clivagem da hidroxila
em forma de agua e fragmentacdo do grupo alquil-glicerol correspondente ao tamanho da
cadeia alquila com formacéo do pico base m/z 184,07 equivalentes ao residuo de fosfocolina e

fon m/z 104,10 equivalentes ao residuo de colina (Figura 110).
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Figura 109 — Estrutura quimicas dos lipidios alquil fosfocolina identificados no EBFJ.
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Figura 110 — Espectros de massas MS/MS obtidos no modo positivo pelo software MS-Dial para as substancias,
(A) oleoil-glicerol-fosfocolina (oleoil lisolecitina), (B) 1-estearoil-glicerol-3-fosfocolina e (C) 1-palmitoil-

glicerol-3-fosfocolina.
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Outros lipidios mais complexos também foram identificados, como por exemplo, o 1-
(2-metoxi-octadecanil)-glicerol-3-fosfoserina, o linoleoil-glicerol-fosfoetanolamina  (liso
fosfatidiletanolamina (C18:2)), o palmitoil-glicerol-3-fosfoetanolamina e o palmitoil-glicerol-
3-fosfato, suas estruturas quimicas estdo demonstradas na Figura 111.
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Figura 111 — Estrutura quimicas de lipidios identificados no EBFJ.

O 1-(2-metoxi-octadecanil)-glicerol-3-fosfoserina foi identificado pelo fon m/z
540,33044 [M-H] com perda inicial de —60 Da referente aos grupos carboxila e amina,
gerando o ion m/z 480,30908 [M-H-60] ou perda de —106 Da, correspondente a perda do
grupo a-aminoécido serina, gerando o ion m/z 434,78885 [M-H-106] e posterior perda de —
225 Da referente ao grupo alquil (CH3(CH,)1s), gerando o fon m/z 255,23265 [M-H-60-
225] (Figura 112).



20181003_CCC_Aline #28796 RT:. 118.14 AV:1 NL:5.23E5
F: FTMS - p ESId Full ms2 540.3305@hcd20.00 [50.0000-
255.23265]

136

100+
90
1 o it
N H
803 H}CWD/}(\GEP\G\/ZgufH
] o HO H
] He
70
g 480.30908|  [540.33044
5 60
° ]
2
E
< 50 -225Da
g - -
T
g 407
© -
1 -60 Da
30] B
20
3 - 106 Da
] 224.08854 «
105 213.26204
;57-f2015 132.82378 168.04199 . 29202472 37164911  (434.78885 52895367
A e e e e e o s L L e e o e e e e B B B B e B A B o s e o o ]
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
miz

Figura 112 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo para a substancia 1-(2-metoxi-octadecanil)-

glicerol-3-fosfos

A substancia linoleoil-glicerol-fosfoetanolamina foi

erina.

identificada pelo

fon m/z

476,27802 [M-H], apresentou perda de —197 Da, referente a clivagem do glicerol-

fosfoetanolamina, gerando o ion m/z 279,23279 [M-H-197] que é referente ao residuo do

&cido linoleico (Figura 113).
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Figura 113 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo para a substancia linoleoil-glicerol-
fosfoetanolamina.
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O palmitoil-glicerol-3-fosfoetanolamina identificado pelo MS-Dial com o ion m/z
452,27795 [M-H], fragmenta com perda de —197 Da referente ao glicerol-fosfoetanolamina,
gerando o ion m/z 255,2313 [M-H-197] referente ao residuo do acido palmitico (Figura
114).
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Figura 114 — Espectro de massas MS/MS obtido pelo MS-Dial, no modo negativo, para substancia palmitoil-
glicerol-3-fosfoetanolamina.

O palmitoil-glicerol-3-fosfato, identificado pelo ion m/z 409,23584 [M-H]’, fragmenta
com perda de -82 Da referente a clivagem do grupo -POOHOH, gerando o ion m/z
326,39560 [M-H-82]", ou perda de —154 Da referente ao grupo glicerolfosfato, gerando o ion
m/z 255,23402 referente ao residuo do acido palmitico (Figura 115).
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Figura 115 — Espectro de massas MS/MS obtido no modo negativo para a substancia palmitoil-glicerol-3-

fosfato.

4.3.8. Determinagéo estrutural de substancias por RMN

O estudo quimico das folhas da espécie S. malaccense resultou na identificacdo por

tentativa, baseada nas sugestfes dos compostos presentes nas bibliotecas do MS-DIAL e

MZmine, de 81 substancias por espectrometria de massas. Mesmo se tratando de misturas, foi

possivel a confirmacdo estrutural de algumas das substancias por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear. A Tabela 5 mostra algumas das substancias identificadas nas

suas respectivas fracdes. Além dos espectros de RMN de 'H, os espectros bidimensionais

HSQC e HMBC foram importantes na confirmagéo estrutural.

Tabela 5 — ldentificacdo estrutural de substancias em suas respectivas fragdes e os experimentos de RMN

realizados.
Fracdo Elxperlmentos de RMN Proposta de identificago

H HSQC HMBC

47 X X X Mearnsetina

49 X X Miricetina
X Acido 4-hidroxicinamico

51 X X X Miricetina
X X Galato de etila
X X X Acido metil elagico
X X Acido malingico
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81 X Mearnsetina 3-O-f-ramnosideo

Quercetina

83 X Mearnsetina 3-O-f-ramnosideo
Acido gélico

Quercetina 3-O-4-ramnosideo

87 Mearnsetina 3-O-f-ramnosideo
Acido galico

Tartarato de dimetila

89 Acido galico

Acido tartarico

X X X| X X X| X X X| X X
X X X| X X X| X X X| X X

X X X| X X X

Tartarato de dimetila

Dentre as substancias identificadas, estdo a mearnsetina (17); o &cido 4-
hidroxicindmico (22); galato de etila (26); acido malingico (27); &cido metileldgico (28);
quercetina (49); mearnsetina-3-O-f-ramnosideo (51); quercetina-3-O-4-ramnosideo (53);
&cido galico (58); tartarato de dimetila (61); &cido tartarico (62) e a miricetina (71)
(numeracéo das substancias correspondente a descrita no

APENDICE B.

Dados espectroscopicos de RMN de flavonois

e Caracterizagdo do anel A

Nos espectros de RMN *H dos flavonéis (17), (49) e (71) foi possivel observar sinais
desblindados préximos a 7 ppm, caracteristicos de hidrogénios em sistema aromético (Pavia,
Lampman, Kriz, & Vyvyan, 2015). Os trés flavondis apresentaram dois sinais para dtomos de
hidrogénio localizados no anel A, com deslocamentos quimicos de aproximadamente 6y 6,18
(d) e 84 6,39 (d). As constantes de acoplamentos verificadas (J) sugerem interagao spin-spin
entre os hidrogénios, gerando uma interagdo do tipo meta (J = 2,0 Hz) correspondendo aos
hidrogénios H-6 (4 6,18 — 6,21) e H-8 (dy4 6,38 — 6,39), caracteristico de anel A de um
flavonoide 5,7-diidroxilado (Chung et al., 2004).

e Caracterizacdo do anel B
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Os espectros de RMN *H dos flavonéis (17), (49) e (71) indicaram a presenca de sinais
caracteristicos de um sistema aromatico (Anel B) substituido. A auséncia de sinais do H-3 e
H-4 relativos ao anel C, devido as substituigdes nessas posicOes, auxiliou na caracterizagdo
dos flavondis.

O flavonol (17), caracterizado como mearnsetina, apresentou sinal de metoxila em 3y
3,88 ppm (s), integrando para os trés hidrogénios da metila, também se observa um sinal em
dy 7,34 (s) integrado para dois hidrogénios (H-2’ e H-6), indicando substituicdes nas
posicdes 3°, 4’ e 5’ no anel B e também simetria do anel (Tabela 6). Espectros referentes a
mearnsetina estdo demonstrados no APENDICE C (Espectro 1 — RMN de ‘H; Espectro 2 —
HSQC e Espectro 3 - HMBC).

Tabela 6 — Dados espectroscopicos de RMN para a mearnsetina.

Mearnsetina (17)
Dados obtidos (OLIVEIRA et al., 2006)
dc (ppm) dc (ppm)
H/IC ) m))/J (Hz ) m)/J (Hz
w (pPm) ) /J (Hz) e H (ppM) / J (Hz) (CDCl,, 100 MH2)
(CD;0D, 800MHz) (CDCls, 400 MHz) 13
HSQC* C-APT
2 - 150,33 - 147,27
5 - 164,34 (H-8 e H-6) - 162,82
99,22*
6 6,19 (d, J=2,0) 6,37 (d, J=2,0) 99,58
97,98 (H-8)
7 - 161,02 (H-6) - 166,07
94,22*
8 6,39 (d, J=2,0) 6,56 (d, J=2,0) 94,68
92,97 (H-6)
9 - 157,16 (H-8) - 158,54
10 - 103,21 (H-8 e H-6) - 104,83
r - 126,67 (H-2") - 128,27
108,48*
2’ 7,31 (s) 7,49 (s) 108,90
107,24
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3 - 145,64 (H-2) - 151,95
137,24 (H-2)
4 - - 138,73
136,83 (—OCH)
5 - 145,64 (H-2") - 151,95
3 7.31(s) 107,24 (H-2) 7,49 (s) 108,90
—OCHs; 3,88 (5) 60,67* 4,05 (s) 61,11

*Sinais obtidos por HSQC.

Para a substancia (49), caracterizada como quercetina, na regido dos hidrogénios

aromaticos foi possivel observar dois dupletos em 8y 6,92 (J = 8,3 Hz) e 64 7,34 (J = 2,1 Hz),

atribuidos aos hidrogénios H-3’ ¢ H-6" respectivamente, € um duplo dupleto em 8y 7,31 (J =

8,2 e 2,1 Hz) atribuido a H-2’. Pode-se observar por estes sinais, os acoplamentos do tipo

meta entre H-2’ e H-6"¢ do tipo orto entre H-3’ e H-2’, estes resultados demonstram um anel

B caracteristico de flavonoides substituidos em C-5’ ¢ C-4’ (Tabela 7). Espectros referentes a

quercetina estdo demonstrados no APENDICE C (Espectro 4 — RMN de *H e Espectro 5 —

HSQC).
Tabela 7 — Dados espectroscopicos de RMN para a quercetina.
OH (0]
Quercetina (49)

Dados obtidos (KALEGARI et al., 2011)

H/C du (ppm) / J (Hz) d¢ (ppm) 3 (ppm) / J (Hz) d¢ (ppm)
(CD50D, 800MHz) HSQC* (CD30D, 300 MHz) (CD30D, 75 MHz)

6 6,21(d, J=2,0) - 6,17(d,J=21) 99,10
2’ 7,34 (d,J=2,1) 116,78* 7,72(d,J=2,1) 115,9
3> 6,92 (d, J=83) 116,22* 6,80 (d, J=8,4) 116,1
6 7,32 (dd,J=8,3e2,1) 122,69* 7,6 (dd, J=8,7e2]1) 121,6

*Sinais obtidos por HSQC.
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A substancia (71), encontrada na fragdo 49 em mistura de substéncias fendlicas, foi
caracterizada como miricetina. Esta apresentou um sinal em 8y 7,34 (S) integrado para dois
hidrogénios (H-2’ e H-6"), indicativo de que ocorre substitui¢des simétricas no anel B, devido
a rotacdo livre, sendo estes sinais atribuidos aos hidrogénios em C-2” e C-6’. Logo propde-se
um anel B substituido nas posi¢des 3°, 4> ¢ 5° (Tabela 8). O flavonol miricetina é comum em
espécies do género Syzygium, inclusive na espécie S. malaccense (Oliveira et al., 2006).
Espectros referentes a miricetina estdo demonstrados no APENDICE C (Espectro 6 — RMN
de 'H e Espectro 7 — HSQC).

Tabela 8 — Dados espectroscopicos de RMN para a miricetina.

OH (0]
Miricetina (71)
Dados obtidos (OLIVEIRA et al., 2006)
HIC | 8 (ppm) /3 (H2) 5 (ppm) 5 (ppm) / 3 (H2) o (o)
(CD4OD, 800MH2) HSQC* (CDCls, 400 MH2) (CD%’ 100 MHz)

C-APT

6 6,18 (d, 1=2,0) 97,40% 6,37 (d, 1=2,0) 99,28

8 6,38 (d, 1=2,0) 92,61% 6,56 (d, 1=2,0) 94.64

276 7,34 (5) 106,71% 7,53 (9) 108,78

*Sinais obtidos por HSQC.

Os dados dos espectros de RMN uni e bidimensionais (Espectro 8 — RMN de H;
Espectro 9 — RMN HSQC e Espectro 10 / Espectro 11 — RMN HMBC) confirmaram que a
substancia (51) trata do flavonol glicosilado, mearnsetina-3-O-A-ramnosideo (miricetina 4°-O-
metil-3-ramnosideo), devido aos sinais ja apresentados caracteristicos da aglicona
mearnsetina e a presenca do sinal em 8y 0,96 ppm e o sinal em 8¢ 18,46 ppm (correlacionado
ao H-6") e 8¢ 71,72 ppm (correlacionado ao H-17), tipicos de presenca de ramnose. O
espectro HMBC mostra que a glicosilagdo ocorrendo em C-3, dado ao acoplamento J* do
hidrogénio anomérico em dy 5,31 ppm (H-1"") com o carbono (C-3) em &c 135,54 ppm
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(Tabela 9). A substancia (51) também conhecida por mearnsitrina, ja foi descrita para as

folhas das espécies S. malaccense (Noreen, Serrano, Perera, & Bohlin, 1998).

Tabela 9 — Dados espectroscépicos de RMN de *H e **C para a mearnsetina-3-O-A-ramnosideo.

Mearnsetina 3-O-p-ramnosideo (51)

Dados obtidos (NOREEN et al., 1998)
H/C 3 (ppm) / J (Hz) dc (ppm) 8 (ppm) / J (Hz) dc (ppm)
(CD;0D, 800MHz) HMBC / HSQC* (CDs0D, 270 MHz) HMBC
3 - 135,34 (H-17) - 136,72 (H-17)
5 - 164,63 (H-6, H-8) - 163,16 (H-6)
94,60*
6 6,22 (d, J=2,0) 6,20 (d, J=2,1) 99,94 (H-8)
98,53 (H-8)
7 - 161,70 (H-6) - 166,10 (H-6, H-8)
8 6,38 (d, J=2,0) 93,39 (H-6) 6,38 (d, J=2,0) 94,80 (H-6)
9 - 157,27 (H-8) - 158,54 (H-8)
104,82 (H-8)
10 - - 105,95 (H-6, H-8)
104,82 (H-6)
r - 125,61 (H-2") - 126,99
109,61*
2°/6 6,89 (s) 109,61 (H-2") 6,89 () 109,83 (H-6")
157,27 (H-2")
3’/5° - 150,52 (H-2") - 151,83 (H-2%)
138,0 (—OCHj,)
4 - 139,36 (H-2’, H-6")
138,01 (H-2")
—OCH; 3,88 (s) 60,87* 3,88 (s) 60,93
1” 531(d, J=1,7) 103,54* 532(d,J=1,7) 103,64
2” 4,56* 73,64* 4,24 (m) 71,86
3” 4,50* 74,31* 3,33-3,85(m) 72,00
42 4,48* 74,25% - 73,24
5” 4,23* 71,72* 3,33-3,85(m) 72,09
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70,65 (H-67)

6 0,96 (d, J = 5,6)

17,56*
18,46 (H-6")
71,72 (H-17)

0,96 (d, J=5,8) 17,69

*Sinais obtidos por HSQC.

Os dados dos espectros de RMN uni e bidimensionais (Espectro 12— RMN de 'H e
Espectro 13 — RMN HSQC) indicam que a substancia (53) se trata da quercetina-3-O-4-

ramnosideo, devido aos sinais ja apresentados caracteristicos da aglicona quercetina, e a

presenca do sinal em 8y 0,94 ppm ¢ o sinal em 8¢ 17,14 (C-6"), tipicos do grupo metila da

ramnose. O espectro HMBC mostra por exclusdo que a glicosilagdo ocorre no C-3, visto que

os deslocamentos quimicos das outras hidroxilas se mantiveram compativeis com os valores

de hidroxilas livres. A quercetina-3-O-f-ramnosideo, também conhecida por quercitrina, ja foi

descrita para as folhas das espécies S. malaccense (Noreen, Serrano, Perera, & Bohlin, 1998;
Reynertson, Yang, Jiang, Basile, & Kennelly, 2008) (Tabela 10).

Tabela 10 — Dados espectroscopicos de RMN para a quercetina-3-O-A-ramnosideo.

Quercetina 3-O-p-ramnosideo (53)

Dados obtidos (SANTOS et al., 2017)
H/C 3u (ppm) /J (H2) 3¢ (ppm) 3 (ppm) /J (H2) dc (ppm)
(CD;0D, 800MHz) HSQC* (DMSO-dg, 400 MHz) | (DMSO-dgs, 100 MHz)
6 6,21 (d, J=2,1) 99,86* 6,23 (d) 99,2
2’ 7,34 (d, J=2,8) 116,88* 7,33 (d) 116,0
5 6,92 (d, J=8,3) 116,32% 6,90 (d) 115,9
6’ 7,32 (dd, J=2,2€8,7) 122,74* 7,28 (dd) 121,6
17 535(d, J=1,7) 103,64* 5,29 (d) 102,2
6” 0,94* 14,00* 0,85 (d) 17,9

*Sinais obtidos por HSQC.
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Dados espectroscopicos de RMN de acidos organicos

O espectro de RMN tH (Espectro 6), auxiliou na identificacdo da substancia acido 4-
hidroxicindmico (22), também conhecido como acido p-cumérico, um fenilpropanoide
precursor da biossintese dos flavonoides. Os sinais apresentados sdo compativeis com
substancias aromaéticas, devido a sinais na regido &y 6,20-7,50 ppm. A presenca de dois
dupletos em 6y 7,41 (d, J = 8,6) e &y 6,78 (d, J = 8,6) correspondem a hidrogénios com
acoplamento em orto entre si e sdo referentes aos hidrogénios do grupo fenila; sinais em 3y
7,47 (d, J = 15,9) e &y 6,30 (d, J = 15,9) indicam hidrogénios ligados a carbono sp? (H-7 e H-
8), com acoplamento do tipo trans (Tabela 11), dados comparados a literatura (Souza Filho &
Pereira, 2005).

Tabela 11 — Dados espectroscopicos de RMN para o acido 4-hidroxicinamico

O\ OH
9
8
72"
6
5
4
OH
Acido 4-hidroxicinamico (22)
Dados obtidos (SOUZA FILHO; PEREIRA, 2005)
H/C S (ppm) ) /J (HZ) 3y (ppm) / J (Hz)
(CD;0D, 800MHz) (CD;0D, 300 MHz)
2/6 7,41 (d, J = 8,6) 7,42 (d, J = 8,5)
3/5 6,78 (d, J = 8,6) 6,79 (d, J = 8,5)
7 7,47(d, J=1509) 7,56 (d, J = 15,9)
8 6,30 (d, J = 15,9) 6,28 (d, J = 15,9)

O espectro de RMN *H (Espectro 17), referente a substancia galato de etila (26)
apresenta um simpleto em 8y 7,04 ppm referente a dois hidrogénios aromaticos equivalentes
(H-2 e H-6). Através do espectro de HSQC (Espectro 18), foi possivel verificar a correlacao
H-C entre H-2 e C2 (5. 109,9 ppm). N&o foi possivel visualizar os sinais referentes aos
hidrogénios H-2’ e H-3" por estarem em regides congestionadas do espectro (Tabela 12).

Estes dados foram comparados a literatura (Oliveira et al., 2006).
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O\l‘ Ovl

HO

OH

3
CHj

OH

Galato de etila (26)

Dados obtidos (OLIVEIRA et al., 2006)
HIC 8 (ppm) / J (Hz) 3¢ (ppm) 3 (ppm) /J (H2) dc (ppm)
(CD;0D, 800MH?z) HSQC (CDC1,, 200 MHz) (CDCl,, 50 MHz)
2/6 7,04 (s) 109,95* 7,04 (s) 109,93

*Sinais obtidos por HSQC.

O espectro de RMN *H (Espectro 17), referente a substancia acido metilelagico (28)

apresenta um simpleto em 8y 7,58 ppm referente ao hidrogénio aromatico (H-5). Através do

espectro de HSQC (Espectro 18), foi possivel verificar a correlagdo H-C entre H-5 e C-5 (5.

112,6 ppm). Através do espectro HMBC (Espectro 19) foi possivel visualizar a correlagéo H-
C entre H-5 e C-7 (3. 170,31 ppm) (Tabela 13). Estes dados foram comparados a literatura
(Oliveira et al., 2006).

Tabela 13 — Dados espectroscopicos de RMN para &cido metilelagico.

Acido metilelagico (28)

Dados obtidos (nmrdb)
H/C Sy (ppm) / J (Hz) dc (ppm) 8x (ppm) /J (Hz) dc (ppm)
(CD;0D, 800MHz) HMBC / HSQC*
5 7,58 (s) 112,60% 7,51 (s) 1136
7 - 170,31 (H-2) 7,43 (s) 159,5
—OCHj; 3,65 (5) 52,05* 3,86 (s) 60,90
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*Sinais obtidos por HSQC.

Para a identificacdo estrutural do acido galico (58) foram utilizadas as técnicas
espectroscopicas uni e bidimensional de RMN de *H, HSQC e HMBC (Espectro 8— RMN de
'H; Espectro 9 — HSQC e Espectro 10 / Espectro 11— HMBC) e por comparacio com dados
da literatura j& descritos para folhas da espécie S. malaccense (Oliveira et al., 2006). O
espectro de RMN *H apresenta sinal na regido de hidrogénios arométicos, na forma de um
simpleto intenso em 8y 7,06 ppm, atribuido aos dois hidrogénios equivalentes H-2 e H-6. No
espectro HSQC é possivel observar os hidrogénios H-2 e H-6 com correlaces a J*, com o
sinal em &¢c 110,18 ppm, relativos aos C-2 e C-6. No espectro HMBC observou-se a
correlacdo entre o sinal de H-2 e H-6 com os valores equivalentes aos 8¢ 108,95 ppm, dados

descritos na Tabela 14.

Tabela 14 — Dados espectroscopicos de RMN para o acido galico.

O§ OH
Y

6
5
HO OH

4
OH
Acido galico (58)

Dados obtidos (OLIVEIRA et al., 2006)
HIC 81 (ppm) / J (Hz) 3¢ (ppm) du (ppm) / J (Hz) dc (ppm)
(CD;0D, 800MHz) HMBC / HSQC* (CDs0D, 250 MHz) (CD0D, 62,9 MHz)
1 - 120,73 (H-2) - 122,05
26 7,06 (5) 108,95 (H-2, H-6) 7,09 (5) 110,42
110,18*
3/5 - 144,99 (H-2) - 146,41
—COOH - 169,09 (H-2) - 170,50

*Sinais obtidos por HSQC.

Para a identificacdo estrutural do acido tartarico (62) foram utilizadas as técnicas
espectroscopicas uni e bidimensional de RMN de *H, HSQC e HMBC (Espectro 14 — RMN
de 'H; Espectro 15 — HSQC e Espectro 16 — HMBC). O espectro de ‘H apresenta o sinal
simpleto em 8y 4,56 ppm caracteristico de hidrogénio ligado a carbono geminal a hidroxila e
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vicinal a carboxila. O espectro HSQC apresenta correlacdo H-C (3. 73,2 ppm). O espectro
HMBC apresenta correlagio H-C a J* (5. 174,2 ppm) (Tabela 15).

Tabela 15 — Dados espectroscopicos de RMN para o cido tartarico.

| OH
2 OH
HO™ 1 ||
OH
Acido tartarico (62)
Dados obtidos (NILSSON et al., 2004)
S m
HIC | &y (ppm) /3 (H2) c (ppm) 8 (ppm) / J (Hz)
HMBC dc (ppm)
(CD-0D, 800MHz) (800MHz)
HSQC*
1 174,20 (H-2)
2 4,56 (s) 73,02 441 ()

*Sinais obtidos por HSQC.

Para a identificagdo estrutural do tartarato de dimetila (61) foram utilizadas as técnicas

espectroscopicas uni e bidimensional de RMN de *H, HSQC e HMBC (Espectro 8— RMN de
'H; Espectro 9 — HSQC e Espectro 10 / Espectro 11- HMBC). Igual a substancias anterior,
0 espectro de 'H apresenta simpleto em & 4,52 ppm caracteristico de hidrogénio ligado a
carbono geminal a hidroxila e vicinal a carboxila. O espectro HSQC apresenta correlagéo H-C
dc 73,2 ppm e para —~OCHj3 correlagdo H-C 6. 52,62 ppm. O espectro HMBC apresenta
correlagdo H-C a J* (8. 171,94 ppm). As metoxilas aparecem como um singleto intenso em &

3,78 ppn. (Tabela 16)

Tabela 16 — Dados espectroscopicos de RMN para o tartarato de dimetila.

(6] OH

I
Hsc\oﬁ)vo\cm

|
OH (6]

Tartarato de dimetila (61)

Dados obtidos (nmrdb)
[} m
Hic B (ppm) /) (H2Z) ;f\:gc) 8 (ppm) / J (Hz) 8¢ (ppm)
m Z m
(CD;0D, 800MHz) H (PP c (PP
HSQC*
1 - 171,94 -
2 452 (5) 72,43 489 -
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73,64*

—OCH; 3,78 (s) 52,62* 3,74 (s) -
*Sinais obtidos por HSQC.

O espectro de RMN 'H (Espectro 17), referente a substancia acido malingico (27)
apresenta dois grupos de sinais: C-9, C-12 e C-13 sinais de hidrogénios vicinais a hidroxila
(6n 3,74, 3,76 e 3,71 ppm, respectivamente) e C-10, C-11, C-15 e C-16 (dy 5,37, 5,36, 5,34 ¢
5,32 ppm, respectivamente) caracteristico de carbono sp®. Os sinais referentes aos hidrogénios
ligados aos carbonos sp® (H2-H8, H-17 e H-18) ndo puderam ser assinalados por terem caido
em uma regido congestionada do espectro.

Através do espectro de HSQC (Espectro 18), foi possivel verificar a correlacdo H-C
entre H-9 e C-9 (6. 71,27 ppm), H-11 e C-11 (8. 130,73 ppm), H-12 e C-12 (. 70,08 ppm),
H-13 e C-13 (8 74,45 ppm) e H-15 e C-15 (5. 128,87 ppm) (Tabela 17).

Tabela 17 — Dados espectroscopicos de RMN para o acido malingico.

(e} OH OH
| 11 15
HO 9N 13 X CH,
OH
Acido malingico (27)
Dados obtidos (nmrdb)
e (EDEZPS’ )Sloix)z) 6;;‘;’:) 1 (ppm) /3 (H2) 5 (ppm)
9 3,74 (m) 71,27* 40(dt, J=7,41¢e7,33) 69,90
10 5,37 (m) - 5,48 (dd, J = 15,67 e 7,41) 136,0
11 5,36 (M) 130,73* 5,61 (dd, J = 15,67 e 7,43) 131,20
12 3,76 (m) 70,08* 4,0 (dd, J = 7,43 ¢ 4,59) 74,70
13 3,71 (m) 74,45* 3,79 (td, J = 6,23 € 4,59) 70,40
15 5,34 (m) 128,87* 5,38 (dt, J=15,65¢ 7,37) 126,0
16 5,32 (m) N 536 (dt, J = 15,65 € 6,93) 135,30

*Sinais obtidos por HSQC.
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5. CONCLUSOES

A partir da elaboracdo do banco de dados quimico relacionando as substancias ja
isoladas e identificadas em Syzygium malaccense, observa-se que a espécie contém
metabdlitos secundarios fenolicos, majoritariamente, flavonoides e derivados.

O trabalho ampliou o conhecimento em relacdo a utilizagdo de sistemas trifasicos em
HSCC, bem como em relacdo a aplicacdo deste no modo de elui¢do gradiente em etapas. O
sistema de solventes trifasico (A) Hex — AcCOEt — ACN — H,0 2:1:1:1 (v/v), apresentou baixa
perturbacdo da fase estacionaria durante a mudanca de fase mével (etapas) do gradiente. Um
reequilibrio hidrodindmico e que a introducdo de uma nova fase movel a cada etapa
provavelmente ndo causou o comprometimento da retencdo da fase estacionaria garantindo a
eficiéncia do processo cromatogréafico.

Por meio do acoplamento off-line da cromatografia contracorrente a espectrometria de
massas, conclui-se que o uso destas técnicas associadas gera uma nova perspectiva de
trabalho na identificacdo de substdncias em extratos vegetais com a vantagem da
possibilidade do isolamento em escala preparativa.

A partir das andlises por HRMS-ESI-MS/MS foram identificadas 81 substancias ao
longo das fragbes do particionamento por CCC. Algumas dessas substancias tiveram as
estruturas confirmadas por experimentos de RMN do tipo uni e bidimensional.

Conclui-se que a cromatografia contracorrente é uma técnica vantajosa nas etapas de
separacdo de produtos naturais, e seu poder de resolugdo de misturas complexas pode ainda
ser aumentado quando combinado com outras técnicas cromatograficas.

Este trabalho representa uma importante contribuigcdo para o conhecimento do perfil
quimico do extrato hidroetandlico das folhas da espécie S. malaccense o que corrobora com o

complemento de dados ja existentes na literatura.
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APENDICES

APENDICE A — Pesquisa bibliografica das substancias quimicas de algumas espécies do género Syzygium.

Tabela 18 — Resumo da pesquisa bibliografica sobre substancias quimicas de algumas espécies do género Syzygium.
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Syzygium malaccense

Substancia Parte da Férmula Massa m/z — [M-H]- [M+H]+ Referéncias
planta molecular  monoisotépica  referéncia Tedrico Tedrico
(Da)*
Miricetina 3-glucosideo Folha C21H20013 480.090393 [M-H] 479.08257 481.09822 ARUMUGAM et al., 2014
479.0836
Miricetina 3-a-L- Folha CaoH101, 450.079834 [M-HT 449.07201 451.08766 ARUMUGAM et al., 2014
arabinofuranosideo 449.0735
Miricetina 3-O-L-ramnosideo Folha Cz1H2012 464.095490 [M-H] 463.08766 465.10331 ARUMUGAM et al., 2014;
463.0891 NOREEN et al., 1998
Acido galico Folha C7HgOs 170.021530 - 169.0137 171.02935 ARUMUGAM et al., 2014;
OLIVEIRA et al., 2006
Miricetina Folha Ci5H100s 318.037567 - 317.02975 319.0454 OLIVEIRA et al., 2006
Mearnsetina Folha Ci6H120s 332.053223 - 331.0454 333.06105 OLIVEIRA et al., 2006
Acido acetil-ursélico Caule C3H5004 498.370911 - 497.36309 499.37874 OLIVEIRA et al., 2006
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Cianidina 3,5-diglucosideo Casca do Cy7H3:046 611.160645 [M]" 611 610.15339 612.16904 NUNES et al., 2016;
fruto / Fruto BATISTA etal., 2017,
PEIXOTO et al., 2016

Cianidina 3-glucosideo Casca do C,1H5:041 449.107849 [M]+ m/z 449  448.10057 450.11622 NUNES et al., 2016;
fruto / Fruto BATISTA et al., 2017,
PEIXOTO et al., 2016;
REYNERTSON et al., 2008

Peonidina-3-glucosideo Casca do CxH»3041 463.123474 [M]+ m/z 463 462.11622 464.13187 NUNES et al., 2016;

fruto BATISTA et al., 2017

Acido p-cumérico Fruto CyHg04 164.047348 - 163.03952 165.05517 BATISTA et al., 2017
Folha

Acido benzoico Fruto C7H602 122.036781 - 121.02896 123.04461 BATISTA et al., 2017
Folha

(-)-Epicatequina galato Fruto CyH1010 442.089996 - 441.08218 443.09783 BATISTA et al., 2017
Folha

(+)-Catequina Fruto C15H1404 290.079041 - 289.07122 291.08687 BATISTA et al., 2017;

NOREEN et al., 1998
Folha

(-)-Epicatequina Fruto C15H1406 290.079041 - 289.07122 291.08687 BATISTA et al., 2017

Folha
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Procianidina A2

Procianidina B1

Procianidina B2

Isoramnetina-3-O-glucosideo

Isoquercitrina

Quercetina

Kaempferol-3-O-glucosideo

Rutina

Acido elagico

Fruto

Folha

Fruto

Folha

Fruto

Folha

Fruto

Folha

Fruto

Folha

Fruto

Folha

Fruto

Folha

Fruto

Folha

Caule

C30H24012

C30H26012

CaoH26012

CZZH22012

C21H20012

C15 H 1007

C21H20011

C27H30016

ClAHBOS

576.126770

578.142456

578.142456

478.111115

464.095490

302.042653

448.100555

610.153381

302.006256

575.11896

577.13461

577.13461

477.10331

463.08766

301.03483

447.09274

609.14557

300.99845

577.13461

579.15026

579.15026

479.11896

465.10331

303.05048

449.10839

611.16122

303.0141

BATISTA etal., 2017

BATISTA etal., 2017

BATISTA etal., 2017

BATISTA etal., 2017

BATISTA etal., 2017

BATISTA etal., 2017

BATISTA etal., 2017

BATISTA etal., 2017;

REYNERTSON et al., 2008

LOWRY, 1968;
REYNERTSON et al., 2008
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Fruto
Acido 3-O-metilelagico Caule C15HgOg 316.021912 - 315.0141 317.02975 LOWRY, 1968
Acido 3,3-di-O-metilelagico Caule C16H100g 330.037567 - 329.02975 331.0454 LOWRY, 1968
Mearnsitrina Folha CH2015 478.111126 - 477.10331 479.11896 NOREEN et al., 1998
Quercitrina Folha C,1H20011 448.100555 - 447.09274 449.10839 NOREEN et al., 1998;
REYNERTSON et al., 2008
Fruto
Syzygium aqueum
Substancia Parte da Formula Massa m/z — [M-HT [M+H]* Referéncias
planta molecular  monoisotépica  referéncia Tedrico Tedrico
(Da)*
4-Hydroxybenzaldehyde Folha C;Hg0, 122.036781 [M-H] 121.02896 123.04461 MANAHARAN et al., 2012
121.0377
[M+H]
123.0536
Myrecetin-3-O-rhamnoside Folha Cy1H20012 464.095490 [M-H] 463.08766 465.10331 MANAHARAN et al., 2012
463.0902
[M+H]
465.1061
Europetin-3-O-rhamnoside Folha CyyH5,04, 478.111115 [M-HT 477.10331 479.11896 MANAHARAN et al., 2012

463.0902
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[M+H]"
465.1061
Phloretin Folha Ci5H140s 274.084137 [M-H] 273.0763 275.09195 MANAHARAN et al., 2012
273.1210
[M+H]"
275.1367
Myrigalone-G Folha C17H1504 286.120514 [M-H] 285.11269 287.12834 MANAHARAN et al., 2012
285.1237
[M+H]"
287.1328
Myrigalone-B Folha C15H200s 300.136169 [M-HT 299.12834  301.14399 MANAHARAN et al., 2012
299.1442
[M+H]"
301.1610
Syzygium jambos
Substancia Parte da Férmula Massa m/z — [M-H]- [M+H]+ Referéncias
planta molecular  monoisotépica  referéncia Tedrico Tedrico
(Da)*
1-O-galloyl castalagin Folha CysH30030 1086.08219 1085.0744 1087.09 YANG, LEE e YEN, 2000
Casuarinin Folha C41H2802 936.086853 935.07907 937.09472 YANG, LEE e YEN, 2000;

OKUDA et al., 1982
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quercetin 3-O-b-D-xylopyranosyl Folha SLOWING et al., 1994
(1-2) a-L-rhamnopyranoside

myricetin 3-O-b-D-xylopyranosyl Folha SLOWING et al., 1994

(1-2) a-L-rhamnopyranoside

3,3",4'-tri-O-methylellagic acid-4- Folha CHAKRAVARTY etal.,
O-B-D-glucopyranoside 1998
3,4,3-Tri-O-methylellagic acid Folha C17H120g 344.053223 CHAKRAVARTY etal.,
1998
Pedunculagin Folha Ca4H2,0,, 784.075928 OKUDA et al., 1982
Tellimagrandin | Folha C34H20, 786.091553 OKUDA et al., 1982
Strictinin Folha Cy7H2,018 634.080627 OKUDA et al., 1982
Casuarictin Folha C41H2502 936.086853 OKUDA et al., 1982
2,3-HHDP-glucose Folha CyoH18014 482.069641 OKUDA et al., 1982

Syzygium grande

Substéancia Parte da Férmula Massa m/z — [M-H]- [M+H]+ Referéncias
planta molecular  monoisotépica  referéncia Teorico Tedrico
(Da)*
Myricetin 4’-methy| ether 3-O-b- Folha C,1H20015 - [M+Na]* 463.08766 465.10331 SAMY etal., 2014
D-xylopyranoside 487.0841

Grandoside Folha C36Hs507 - [M+Na]* 601.41043 603.42608 SAMY etal., 2014
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625.4070
Myricetin 4-methyl ether 3-O-a- Folha - - - - - SAMY etal., 2014
L-rhamnopyranoside
Myricetrin Folha C30H26017 - - 657.10918 659.12483 SAMY etal., 2014
Myricetin 3-O-b- Folha - - - - - SAMY etal., 2014
Dglucopyranoside
Ursolic acid Folha CazoHss03 456.360352 - 455.35252 457.36817 SAMY etal., 2014
Quadranoside 1V Folha C36Hs5010 650.403015 - 649.39518 651.41083 SAMY etal., 2014
Friedelin Folha CazoHs00 426.386169 - 425.37834 427.39399 SAMY etal., 2014
b-sitosterol Folha CaoHs500 414.386169 - 413.37834 415.39399 SAMY etal., 2014
b-sitosterol glucoside Folha C35H6006 576.438965 - 575.43117 577.44682 SAMY etal., 2014
Betulin Folha Cz3oHs00; 442.381073 - 441.37326 443.38891 SAMY etal., 2014
Phenethyl D-rutinoside Folha CaoH30010 430.183899 - 429.176075  431.191725 SAMY etal., 2014
Officinoside B Folha C19H3,0g 388.209717 - 387.2019 389.21755 SAMY et al., 2014
Crotalionoside C Folha C19H3208 387.2019 389.21755 SAMY etal., 2014
n-butyl-b-Dfructopyranoside Folha C10H2006 235.118165 237.133815 SAMY etal., 2014
Syzygium guineense
Substancia Parte da Formula Massa m/z - Artigo [M-H]- [M+H]+ Referéncias

monoisotopica
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planta molecular (Da)? Tedrico Tedrico
Betulinic acid Folha C3oHys03 456.360352 [M-H] 455 455.35252 457.36817 DJOUKENG et al., 2005
Oleanolic acid Folha Ca3oHss03 456.360352 [M-H] 455 455.35252 457.36817 DJOUKENG et al., 2005
2-hydroxyoleanolic acid Folha CzoHs504 472.355255 [M-H] 471 471.34744 473.36309 DJOUKENG et al., 2005
2-hydroxyursolic acid Folha C3oH1504 472.355255 [M-H] 471 471.34744 473.36309 DJOUKENG et al., 2005
Arjunolic acid Folha Ca0H105 488.350189 [M-H] 487  487.34235 489.358 DJOUKENG et al., 2005
Asiatic acid Folha C3oH4s05 488.350189 [M-H] 487 487.34235 489.358 DJOUKENG et al., 2005
Terminolic acid Folha C3oH1506 504.345093 [M-H] 503 503.33727 505.35292 DJOUKENG et al., 2005
6-hydroxyasiatic acid Folha C3oH4506 504.345093 [M-H] 503 503.33727 505.35292 DJOUKENG et al., 2005
Arjunolic acid 28-b- Folha CasHs5010 - [M-H] 649  649.39518 651.41083 DJOUKENG et al., 2005
glucopyranosyl ester
Asiatic acid 28-b-glucopyranosyl Folha CasHs5010 - [M-H] 649 649.39518 651.41083 DJOUKENG et al., 2005
ester
Syzygium samarangense
Substéancia Parte da Férmula Massa m/z - Artigo [M-H]- [M+H]+ Referéncias
planta molecular  monoisotdpica Tedrico Tedrico
(Da)*
Methyl 3-epi-betulinate Partes aéreas C31Hs5003 470.376007 [M]" 470 469.36817 471.38382 SRIVASTAVA, SHAW e

KULSHRESHTHA, 1995
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Methyl 3-epi-betulinate derivative
(1a)

Methyl 3-epi-betulinate derivative
(1b)

Betulin

2',6'-dihydroxy-4'-methoxy-3',5'-
dimethyl chalcone

4'-6'-dihydroxy-2'-methoxy-3',5',-

dimethyl chalcone

Mearnsitrin

2'-Methyl-5'-O-galloylmyricetin-

3-0-a-L-rhamnopyranoside

2' 4'-dihydroxy-3'5'-dimethyl-
6'methoxylchalcone

2' 4'-dihydroxy-3'-methyl-6'-

methoxychalcone
Stercurensin

2", 4'-dihydroxy-6'-

Partes aéreas

Partes aéreas

Partes aéreas

Partes aéreas

Partes aéreas

Folha

Folha

Semente

Semente

Semente

C33 H5204

C31 H4804

Ca3oH500;

ClB H 1804

C18H1804

CZZHZZOIZ

C18 H 1804

C17H1604

C16 H 1404

512.386536

442.381073

298.120514

298.120514

478.111126

298.120514

284.104858

270.089203

[M'512  511.37874

483.34744

441.37326

[M]*298  297.11269

[M]" 298  297.11269

[M+H]*479  477.10331

[M+Na]" 501

[M-H] 297  297.11269

[M-H] 283

283.097035

[M-H] 269  269.081385

513.39439

485.36309

443.38891

299.12834

299.12834

479.11896

299.12834

285.112685

271.097035

SRIVASTAVA, SHAW e
KULSHRESHTHA, 1995

SRIVASTAVA, SHAW e
KULSHRESHTHA, 1995

SRIVASTAVA, SHAW e
KULSHRESHTHA, 1995

SRIVASTAVA, SHAW e
KULSHRESHTHA, 1995

SRIVASTAVA, SHAW e
KULSHRESHTHA, 1995

NAIR et al., 1999

NAIR et al., 1999

SIMIRGIOTIS et al., 2008

SIMIRGIOTIS et al., 2008

SIMIRGIOTIS et al., 2008
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methoxychalcone

cardamonin
Reynoutrin Polpa fruto CyoH1011 434.084900 [M-H] 433 433.07709 435.09274 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Hyperin Polpa fruto C21H2012 464.095490 [M-H] 4633 463.087655  465.103305 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Myricitrin Polpa fruto C21H20012 464.095490 - 463.08766 465.10331 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Quercitrin Polpa fruto C21H20011 448.100555 - 447.09274 449.10839 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Quercetin Polpa fruto Cy5H1007 302.042653 - 301.03483 303.05048 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Guaijaverin Polpa fruto CooH18011 434.084900 [M-H] 433 433.07709 435.09274 SIMIRGIOTIS et al., 2008
(S)-Pinocembrin Polpa fruto Ci5H1,04 256.073547 [M-H] 255 255.06574 257.08139 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Gallic acid Semente C7Hg05 170.021530 [M-H] 169 169.0137 171.02935 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Polpa fruto
Ellagic acid Semente C14HeOg 302.006256 [M-H] 301 300.99845 303.0141 SIMIRGIOTIS et al., 2008
Polpa fruto
Syzygium cumini
Substancia Parte da Férmula Massa m/z - Artigo [M-H]- [M+H]+ Referéncias
planta molecular  monoisotdpica Tedrico Tedrico
(Da)*
Delphinidin-diglucoside Casca do C,7H3:047 627.155579 [M]* 627 626.14831 628.16396 VEIGAS et al., 2007;

FARIA, MARQUES e
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Petunidin-diglucoside

Malvidin-diglucoside

Cyanidin 3,5-diglucoside

Peonidin 3,5-diglucoside

Delphinidin 3-glucoside

Delphinidin acetyl-diglucoside

Cyanidin 3-glucoside

fruto / Fruto

Casca do

fruto / Fruto

Casca do
fruto

Casca do

fruto / Fruto

Fruto

Fruto

Frutas

Fruto

C28H33017

Ca9H35017

C27H31016

C28H33016

C21H21012

C29H33018

C21H21oll

611.160645

625.176331

465.102753

449.107849

[M]* 641

[M]* 655

[M]* 611

[M]* 625

[M]* 465

[M]* 669

[M]" 449

640.16396

654.17961

610.15339

624.16904

464.09548

668.15887

448.10057

642.17961

656.19526

612.16904

626.18469

466.11113

670.17452

450.11622

MERCADANTE, 2011;
PEIXOTO et al., 2016

VEIGAS et al., 2007;
FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011;
PEIXOTO et al., 2016

VEIGAS et al., 2007;
FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011;
PEIXOTO et al., 2016

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011;
PEIXOTO et al., 2016

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011;
PEIXOTO et al., 2016

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
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Petunidin 3-glucoside

Malvidin 3-glucoside

Galloyl-glucose ester

Gallic acid

Dihydromyricetin diglucoside

Dihydroquercetin diglucoside

Methyl-dihydromyricetin
diglucoside
Dimethyl-dihydromyricetin
diglucoside

Myricetin glucoside

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

Fruto

C:22H23012

C23H25012

Ci3H16010

C7HsOs

C21H20013

479.118408

493.134064

332.074341

170.021530

480.090393

[M479  478.11113

[M]*493  492.12678

[M+Na]*355 331.066525
[M-H] 331

[M-H]'169  169.0137

[M+Na]* 667
[M+H]" 645
[M-H] 643
[M+Na]* 651
[M-H] 627
[M+Na]* 681
[M-H] 657
[M+Na]* 695
[M-H] 671

[M+Na]*503  479.08257

480.12678

494.14243

333.082175

171.02935

481.09822

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
FARIA, MARQUES e

MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
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[M+H]" 481

[M-H] 479
Myricetin pentoside Fruto CyoH15012 450.079834 [M-H] 449  449.072005  451.087655 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
Myricetin rhamnoside Fruto C,1H»0012 464.095490 [M-H] 463 463.08766 465.10331 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
Myricetin acetyl-rhamnoside Fruto Cy3H2,043 506.106041 [M-H] 505 505.09822 507.11387 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
Myricetin Fruto C15H100g 318.037567 [M+H]*319  317.02975 319.0454 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

[M-H] 317
cis-Neoxanthin ou cis- Fruto CaoHs604 600.417847 [M+H]*601  599.410035  601.425685 FARIA, MARQUES e
violaxanthin MERCADANTE, 2011
cis-Lutein Fruto CoHs60, 568.428040 [M+H]+569 567.42021 569.43586 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
trans-Lutein Fruto CaoHs60, 568.428040 [M+H]*569  567.42021 569.43586 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
trans-zeaxanthin Fruto C4oH560, 568.428040 [M+H]* 569 567.42021 569.43586 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011
Phytoene Fruto CaoHss 544.500793 [M+H]"545 543.492975  545.508625 FARIA, MARQUES e

MERCADANTE, 2011
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trans-b-cryptoxanthin Fruto CyoHs60 552.433105 [M+H]"553  551.42529 553.44094 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

Phytofluene Fruto CuoHs2 542.485168 [M+H]"543  541.477325  543.492975 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

15-cis-b-Carotene Fruto CaoHss 536.438232 [M+H]"537 535.430375  537.446025 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

13-cis-b-Carotene Fruto CaoHss 536.438232 [M+H]"537 535.430375  537.446025 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

trans-a-carotene Fruto CaoHse 536.438232 [M+H]*537 535.430375  537.446025 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

trans-b-carotene Fruto CaoHss 536.438232 [M+H]*537  535.430375 537.446025 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

9-cis-b-Carotene Fruto CyoHss 536.438232 [M+H]"537 535.430375  537.446025 FARIA, MARQUES e
MERCADANTE, 2011

# Massa monoisotdpica (Da) adquirida pelos sites ChemSpider e PubChem.

APENDICE B - Resultados obtidos por MS das fra¢ées por HSCCC

Tabela 19 — Proposta de identificacdo das substancias quimicas presentes nas folhas de Syzygium malaccense.

Fracdo ) ) o m/z observada Massa Formula Erro Fragmentacoes .
Tentativa de identifica¢io L o RDB Referéncia
CCcC Espécie ionizada  monoisotdpica molecular (ppm) MS/MS
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(Da) obtida (int. relativa %)
. - . 439,35587 203,17894 (88) MS-DIAL
1/2 5 Acido oleanolico e/ou ursélico . 456,360352 C3oH470, -3950 75 .
[M+H-H20] 191,17900 (100) MZmine
13-HOTrE 293,21216
3 5 o . . o 294,219482 CisH2005 3,543 4,5 275,20187 (18) MS-DIAL
(Acido 13-hidroxi-octadecatrienoico) [M-H]
9-HpOTrE
. . . 309,20734 291,19653 (100)
4 5 (Acido 9-hidroperoxi- 310,214417 C1gH2904 4,218 45 MS-DIAL
o [M-H] 197,11731 (10)
octadecatrienoico)
- . 369,24326
5 5 Acido anacérdico (C17:3) [M-H] 370,250793 Ca4H330; 2,271 8,5 325,25357 (41) HMDB
. o 373,27469
6 5 Acido anacérdico (C17:1) IM-H] 374,282104 Cy4H3705 2,595 6,5 329,28491 (40) ERSAN etal., 2016
. L 345,24332
7 5 Acido anacérdico (C15:1) [M-H] 346,250793 C2H330; 1,014 6,5 301,25345 (39) ERSAN etal., 2016
. _ 347,25900 303,26889 (35)
8 7 Acido anacardico (C15:0) 348,266449 CH3503 2,674 55 MS-DIAL
[M-HJ 67,88535 (1)
9-HPODE
L . ) 311,22318 293,21219 (100)
9 7 (Acido 9-hidroperoxi- 312,230072 CigH3:04 4,801 35 MS-DIAL
o [M-HT 113,09582 (7)
octadecadienoico)
13-HODE 295,22763 277,21698 (5)
10 7 . . . o 296,235138 Ci1gH3105 2,773 35 MS-DIAL
(Acido 13-hidroxi-octadecadienoico) [M-H] 183,1826 (3)
. 209,15298 125,09597 (84)
11 7 9-Epiblumenol B . 226,156891 Ci3H210, -2,995 35 MS-DIAL
[M+H-H20] 99,04420 (100)
. . 121,02824
12 19 Acido benzoico [M-H] 122,036781 C;H50, -1,371 55 - BATISTA et al., 2017
13 41 Acido ferdlico 193.04967 194,057907 C10HgO4 0,698 6,5 178.02626 (2) ZHANG et al., 2013
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

45

45

47

47

47

47

49

49

49

51

51

51

Acido dimetilelagico

Monolinolenina

Mearnsetina

(Miricetina 4'-metil éter)

Derivado de mearnsetina |

Oleoil-glicerol-fosfocolina

Oleoil lisolecitina
Palmitoil-glicerol-3-fosfoetanolamina

Acido 4-hidroxicinamico

(Acido p-cumérico)

Palmitoil-glicerol

Acido 4-hidroxibenzoico

Citrato de isopropila

Galato de etila

Acido malingico

[M-HI
329,02994
[M-HI
353,26782
[M+H]*
333,05948
[M+H]*
331,04565
[M-H]
469,0047
[M-HI
522,35388
[M+H]*
452,27820
[M-HI
163,03893
[M-HI
331,28433
[M+H]*
137,02316
[M-HI
235,08090
[M+H]*
197,04471
[M-H]
327,21765

330,037567

352,261353

332,053223

521,348145

453,285553

164,047348

330,277008

138,031693

234,073959

198,052826

328,224976

C16H908

CZlH3704

Ci16H130g

C16H1108

Cy6Hs307NP

C21H4307NP

CoH703

C19H3904

C7Hs0;

C9|_|1507

CgHqOs5

C18H3105

2,268

-3,863

-4,690

0,779

-3,990

1,075

-3,613

-1,523

-1,172

-3.733

1,320

3,207

12,5

3,5

10,5

11,5

15

15

6,5

0,5

55

2,5

55

3

(Sl

161.02328 (5)

261,22067 (100)
81,07022 (37)

318.03610 (46)

316.02203 (87)

331,04578 (27)
137,02313 (100)
184.07291 (100)
104.10706 (70)
255,23268 (100)
196,03717 (10)

119,04892 (100)

313,27274 (100)
57,07048 (75)

93,03318 (100)

143,03360 (100)
101,02341 (14)
169.01315 (14)
125.02303 (3)
309,20673 (3)

174

LOWRY, 1968

MS-DIAL

OLIVEIRA et al,

2006;
SANTOS et al., 2011

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL

MONA

MZmine

GAO et al., 2010
RMN
MZmine
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27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37/
38
39

51

51

53

53

53

49

55

55

57

57

61

61

63

Acido metilelagico

1-estearoil-glicerol-3-fosfocolina

Palmitoil-glicerol-3-fosfato

1-palmitoil-glicerol-3-fosfocolina

Linoleoil-glicerol-fosfoetanolamina
(Liso fosfatidiletanolamine (C18:2))
1-(2-metoxi-octadecanil)-glicerol-3-

fosfoserina

Fosforilcolina

Acido 3-dehidroquinico

Monolinoleina

Galato de metila

Acido elagico

2,3-Dihidroxibenzoato e/ou 2,5-
Dihidroxibenzoato

Acido protocatecuico

[M-H]
315,01456
[M-H]
524,36902
[M+H]*
409,23602
[M-H]
496.3405;
[M+H]"
476,27802
[M-H]
540,3306
[M-H]
183.0660
[MI
189,03955
[M-H]
355,28380
[M+H]*
183,02888
[M-H]
300,99899
[M-H]
153,01822
[M-H]
153,01823

316,021912

523,363770

410,243341

495,332489

477,285553

541,337969

183,066040

190,047745

354,27701

184,037170

302,006256

153,019333

154,026611

C15H708

Co6Hs507NP

CigH350:P

C24H5107NP

Cyp3H4307NP

C25Hs10gNP

CsH1404NP

C7Hq0s

C21H3804

CgH705

C14H508

C7Hs0,

C7H504

1,046

1,327

1,234

-1.741

0,643

0,105

-0,024

0,981

-2,884

0,438

3,643

-0,099

-0,034

12

w1

0,5

1,5

05

3,5

15

3,5

2,5

55

12,5

55

5,5

291,19583 (2)
299,99084 (40)

184,07294 (100)
104,10707 (76)
152,99466 (94)
78,95766 (24)

184,07297 (100)
104,10712 (70)

279,23279 (100)
196,03714 (10)
480,30908 (58)

255,23259 (100)
168,00516 (5)
124,01534 (1)

171,06525 (100)
71,01246 (50)

263,23642 (100)
245,22580 (93)
140,01031 (1)
111,00724 (1)
235,26173 (1)
143,03326 (1)
109,02820 (80)

85,02824 (1)

109,02819 (95)

175

RMN
LOWRY, 1968
RMN

MS-DIAL

MZmine

MS-DIAL

MZmine

MZmine

MZmine

MS-DIAL

ZHANG et al., 2018

LOWRY, 1968

MS-DIAL

FANG, YU e PRIOR,



40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

67

69

79

81

81

81

81

83

83

83

4-hidroxibenzaldeido

Acido 3-dehidrochiquimico

Europetin-3-O-ramnosideo

Acido etil-malico

Derivado de quercetina ramnosideo

Derivado de mearnsitrina |

Quercetina

Derivado de mearnsitrina Il

Mearnsitrina
Mearnsetina-3-O-4-ramnosideo
(Miricetina 4’-O-metil éter 3-O-f-

ramnosideo)

Quercetina-7-O-ramnosideo e/ou

Quercetina-3-O-ramnosideo

[M-H]

121,02831
[M-H]
153.01823

[M-H-H,0]

477,10388
[M-HI
161,04500
[M-H]
653,1725
[M-HI
683,18549
[M-HI
303,04926
[M+H]*
523,1093
[M-HI
479,11724
[M+H]*
477,10400
[M-HI
449,10876
[M+H]*
447,09384
[M-HI

122,036781

172,037170

478,11113

162,052826

302,042653

478,11113

448,100555

C7Hs0,

C7H504

CZZH21012

CeHqOs

C15H11C)7

C22H23012

C22H21012

C21H21011

CZlH19011

-0,793

-0,034

1,214

3,416

-4,018

-3,571

1,465

0,832

2,469

12,5

2,5

10,5

11,5

12,5

11,5

12,5

109,02820 (15)

331,04602 (42)
316,02225 (62)

143,03389 (100)
71,01250 (62)

447,09335 (100)
301,03519 (38)

477,10422 (40)
205,07115 (100)
257,04395 (2)
229,04900 (2)
477,10410 (100)
331,04556 (29)
333,05966 (100)
318,03611 (18)
331,04587 (55)
316,02237 (100)
303,04932 (100)
71,04966 (30)
301,03519 (39)
300,02740 (43)
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2001; SANTOS et al.,
2011.
MANAHARAN et al.,
2012

MS-DIAL

MANAHARAN et al.,
2012

MZmine
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50

51

52

53

55

57

58

59

60

61

62

63

85

85

89

89

89

89

89

89

91

91

91

89

Derivado de mearnsetina Il

Delphinidin

Acido galoilelagico

Acido fertarico

(acido feruloil-tartarico)

Acido gélico

Tartarato de metila

Tartarato de dimetila

Acido tartarico

Tartarato de dietila

Acido quinico

Acido succinico

Acido coutarico

(Acido p-cumaroil-tartéarico)

465,1025
[M+H]*
303,04935
M1
469,00473
[M-HI
325,05652
[M-HI
169,01329
[M-H]
163,02373
[M-H]
179,0549
[M+H]*
177,03958
[M-HI
149,00803
[M-HI
205,07097
[M-HI
193,0705
[M+H]*
117,01800
[M-H]
295,04572
[M-HI

303,049927

470,012146

326,063782

170,021530

164,032089

178,047745

150,016434

206,079041

192,063385

118,026611

296,053223

C15Hllo7

C21H9013

ClAH1309

C7HsOs

CsH7O¢

CGHlloG

CeHyOg

C4H506

C8H1306

C7H1304

C4H504

C13H1108

-2,208

2,054

3,420

0,830

-2,532

-0,360

-1,880

-0,231

-1,185

-0,852

-2,010

2,970

10,5

17,5

8,5

55

333,05988 (100)
318,03656 (18)
178,99742 (15)
151,00237 (18)
425,01514 (100)
299,99103 (98)
193.04982 (19)
129.01816 (3)

125,2300 (100)

103,00227 (63)
59,01251 (100)
119,03383 (100)
73,02882 (31)
103,00236 (74)
59,01253 (100)
87,00745 (97)
72,99183 (48)
103,00236 (100)
59,01250 (80)

163,03914 (100)
149,00819 (43)
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MS-DIAL

NARDUZZI, 2014

MAIER et al., 2006

MS-DIAL

RMN

RMN

MS-DIAL

HMDB

MZmine

MZmine

MAIER et al., 2006



64

65

66

67

68

69

70

71

72

73/
74

75

76

91

91

91

91

93

93

93

95

95

95

95

97

Acido chiquimico

Acido maleico

Acido hidroxi-glutérico

Acido malico

Miricetina

Miricitrina

(Miricetina-3-O-f-ramnosideo)

Acido mesac6nico

Blumenol C-hexosideo

Acido aconitico

Acido isocitrico e/ou &cido citrico

Europetin-3-O-galactoside

Colina

173,04518
[M-HI
115,00224
[M-HI
147,02950
[M-HI
133,01305
[M-HI
319,04401
[M+H]*
465.1026
[M+H]"
463,08859
[M-HI
129,01811
[M-HI
373,2218
[M+H]*
173,00813
[M-HI
191,01897
[M-HI
495,1131
[M+H]*
104,10732
MI

174,052826

116,010956

148,037170

134,021530

318,037567

464,095490

130,026611

372,214803

174,016434

192,027008

494,106049

104,107539

C7Hy0s

C4H,0,4

CsH705

C4Hs05

C15H1108

C21H21012

CZlH19012

CsHs04

C19H3307

CeHsOg

CeH707

C22H23013

CsH1,0ON

4,219

-3,001

4,762

-4,873

-4,332

-0,199

2,028

-0,970

-0,750

0,379

-1,086

-1,546

0

3,5

2,5

2,5

10,5

11,5

12,5

3,5

3,5

4,5

3,5

11,5

154,99753 (5)
111,00747 (100)
88,98571 (2)
71,01250 (100)
129,01820 (100)
71,0124 (54)
115,00243 (100)
71,01252 (44)
273,03876 (4)
153,01791 (5)
319,04410 (100)
85,02872 (26)
316,02231 (76)
178,9969 (2)
85,02792 (12)
71,01249 (100)
211,16884 (100)
135,11664 (70)
154,99753 (5)
111,00747 (100)
111,00746 (100)
87,00736 (25)
333,05975 (100)
318,033641 (22)
87,04440 (36)
60,08135 (18)
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HMDB

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL

HMDB

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL

MS-DIAL



77

78

79

80

81

97

99

101

103

105

Acido malénico

Acido 3-metil-but-2-enoico

(&cido senecioico)

Acido cafeico

Glicerilfosforilcolina

Malonato de dietila

103,00236
[M-HJ
101,05988
[M+H]*
179,03418
[M-HJ
258,10950
[M]”
159,06578
[M-H]

104,010956

100,052429

180,042252

257,102814

160,073563

C3H304

CsHy0;

CgH7O4

CgH2106NP

C7H1104

-2,185

1,721

-1,417

-2,668

0,291

2,5

1,5

6,5

-0,5

2,5

59,04975 (100)

134,98677 (2)
71,01251 (100)
104,10709 (100)
124,99969 (11)
130,98244 (100)
102,98741 (21)

179

HMDB

MS-DIAL

TSUKUI et al., 2019

MS-DIAL

HMDB

#Massa monoisotdpica (Da) adquirida pelo sites ChemSpider e PubChem.
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APENDICE C — Espectros de RMN *H, HSQC e HMBC referentes as substancias identificadas.

1H, MeOD, Fracao 47
(18000000

17000000

— 7.31 H2'
6.39 H8
6.39 H8
6.19 H6
6.19 H6
3.88 -OCH3

N 16000000
15000000
14000000
113000000
12000000
111000000

10000000

9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
—4000000
3000000

—2000000

W [
T ') Lo

—-1000000

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4
f1 (ppm)

Espectro 1 — Expanséo de espectro de RMN de *H em CD;0D (800MHz) da mearnsetina (fragdo 47).



HSQC, MeOD, fracao 47

{3.88,60.67}-OCH3

{6.39,94.22}C8

{6.19,99.22}C6

{7.31,108.48)C2'

55

60

65

70

75

80

-85

90

95

100

105

110

115

e o [ T e e e B e o S S B B i J e e o oo e o s e B e B T — — T
75 74 73 7.2 7.1 7.0 69 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 63 6.2 6.1 6.0 59 58 57 56 5 .1 5.0 49 4.8 4.7 46 45 4.4 4.3 4.2 41 4.0 3
f2 (ppm)

—— T
.5 54 53 525

Espectro 2 — Expanséo de espectro de RMN HSQC em CD;0D (800MHz) da mearnsetina (fragdo 47).

.9

T
3.8

1 {ppm)
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HMBC, MeQD, fracdo 47

{6.21,92.97}H6,C8
{6.41,97.98}H8,C6

{6.41,103.21}H8,C10
{7.33,107.24}H2',C2'/C6'

{7.33,126.67}H2',C1'

{7.33,137.24}H2',C4'

{7.33,145.64}H2',C3'/C5'

{7.33,150.33}H2",C2
{6.41,157.16}H8,C9
N

{6.41,164.34}H8,C5

{6.21,103.21}H6,C10

{6.21,161.02}H6,C7
{6.21,164.34}H6,C5

{3.90,136.83}-0CH3,C4'

90

- 95

100

"t10s

-110

- 115

-120

L 125

- 130

—135

~140

145

- 150

- 155

~160

- 165

7.8 7.6 7.4

7.2 7.0 6.8 6.6 6.4

6.2 6.0

T T T T
5.8 5.6
f2 (ppm)

5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0

Espectro 3 — Espectro de RMN HMBC em CD;0D (800MHz) da mearnsetina (fragdo 47).

3.8
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f1 (ppm)
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Espectro 4 — Expansdo de espectro de RMN de *H em CD;0D (800MHz) da fracéo 81 para visualizacio dos sinais referentes a quercetina.



HSQC, MeOD, fracao 81

(7.34,116.78)C2' qudi)
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7.45 7.40 7.35 7.30

T
7.25
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T
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7.15

T
7.10

7.05 7.00 6.95 6.90

Espectro 5 — Espectro de RMN HSQC em CD3;0D (800MHz) da quercetina (fragdo 81).
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Espectro 6 — Expanséo de espectro de RMN de *H em CD,0D (800MHz) de mistura de miricetina (representado por myr) e acido 4-hidroxicinamico (representado por cin)
(fracéo 49).



- et A
HSQC, MeOD, fracao 49
{6.38,92.61}C8 myr
{6.19,97.40}C6 myr
Miricetina (myr)
{7.35,106.71}C2' myr
T T T T T T T T T T T T T T T
7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2 6.1 6.0
f2 (ppm)

Espectro 7 — Expanséo de espectro de RMN HSQC em CD;0D (800MHz) da miricetina (fracdo 49).
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1H, MeOD, fracgo 87 5
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Espectro 8 — Espectro de RMN de *H em CD,OD (800MHz) da fragéo 87 para mistura de mearnsetina-3-O-f-ramnosideo (representada por myr), acido gélico (representado

por gal) e tartarato de dimetila (representado por m-tart).
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HSQC, MeOD, fracao 87
@] OH

H;C 2 o
™ “CH,

OH o]
Tartarato de dimetila (m-tart)

{3.78,52.62}-OCH3 m-tar b

{3.88,60.77}-OCH3 m\,ﬁ;

{0.95,17.57}Ca&" myr-

{4.56,73.64}C2 m-tar ) .
Acido galico (gal)
{6.38,94.60}C8 myr
\
+ ,{5.31,103.52}c1” myr
{7.06,110.18}C2 e C6 gal
~ :
{6.89,109.61}C2' e C6' myr OH
Mearnsetina-3-0-f-ramnosideo (myr)
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Espectro 9 — Expanséo de espectro de RMN HSQC em CD;0D (800MHz) da fragdo 87 para mistura de mearnsetina-3-O-S-ramnosideo (representada por myr), &cido galico

(representado por gal) e tartarato de dimetila (representado por m-tart).
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HMBC, MeOD, fragao 87
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OH O

Tartarato de dimetila (m-tart)

HO™
OH

OH

Acido galico (gal)

{4.58,72.43}H2,C2 m-tar

(5.33,70.67}H1", C2" myr

{6.24,93,38}H6, C8 myr
{6.40,98.51}H8, C6 myr

{6.90,107.38 {6.40,104.59}H8, C10 myr
U, . 1%
*

{6.23,104.57}H6, C10 myr

{7.07,120.73}H2, C1 gal
{6.90,125.61}H2', C1' myr

{7.07,138.15}H2, C4 gal

+
+  {6.90,150.53}H2', C3'/C5' myr
{6.90,157.20}H2', C2 myr
-{6.40,164.63}H§,/C7 myr , {6.23,164.62}H6, C7 myr
MRS {4.58,171,94}H2, C1 m-tar
\{7.07,169.09}H2, -COOH gal

5.33,135.35}H1", C3
{5:33, FHLT C3MYTe2 90,138.023-0CHS, C4' myr
’ /

{0.96,70.67}H1", C2" myr

Mearnsetina-3-0-F-ramnosideo (myr)

~ {3.80,171,94}-OCH3, CO m-tar
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Espectro 10 — Espectro de RMN HMBC em CD3;OD (800MHz) da fragdo 87 para mistura de mearnsetina-3-O-g-ramnosideo (representada por myr), &cido galico
(representado por gal) e tartarato de dimetila (representado por m-tart).
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HMBC, MeOD, fracao 87
{6.24,93.38}H6, C8 m\q
{6.40,98.51}H8, C& my\r‘

{6.40,104.59}H8, C10 myr
{6.90,107.38
{6.23,104.57}H6, C10 myr

{7.07,108.85}H2, C2/C6 gal
{7.07,120.73}H2, C1 gal

{6.90,125.61}H2', C1' my{-

{7.07,138.15}H2, C4 gal
+

{7.07,144.99}H2, C3/C5 gal

{6.90,150.53}H2', C3'/C5' myr
{6.90,157.20}H2', C2 myr {{6.40,157.20}!—18, C9 myr

{6.40,164.63}H8, C7 my{' :,{6.23,164.62}H6, C7 myr

.\
{7.07,169.09}H2, -COCH gal

{5.33,135.35}H1", C3 myr
N
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Espectro 11 — Expansdo de espectro de RMN HMBC em CD;OD (800MHz) da fragdo 87 para mistura de mearnsetina-3-O-f-ramnosideo (representada por myr), acido
galico (representado por gal) e tartarato de dimetila (representado por m-tart).

f1 (ppm)
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Espectro 12 — Expansio de espectro de RMN de *H em CD,0D (800MH?z) da fragdo 83 para visualizagdo dos sinais referentes a quercetina-3-O-p-ramnosideo (representada
por “quer”) em mistura.
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Espectro 13 — Expanséo de espectro de RMN HSQC em CD;0D (800MHz) da fragdo 83 para visualizagdo dos sinais referentes a quercetina-3-O-f-ramnosideo (representada
por quer) em mistura.
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Espectro 14 — Expansio de espectro de RMN de *H em CD;0D (800MHz) da fracéo 89 para visualizagéo dos sinais referentes ao &cido tartérico (representada por tart) em
mistura.
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Espectro 15 — Expansdo de espectro de RMN HSQC em CD30D (800MHz) da fragdo 89 para visualizagdo dos sinais referentes ao acido tartarico (representada por “tart”)
em mistura.
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Espectro 16 — Expanséo de espectro de RMN HMBC em CD;0OD (800MHz) da fragdo 89 para visualizagdo dos sinais referentes ao acido tartérico (representada por tart) em

mistura.
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Espectro 17 — Expanséo de espectro de RMN de *H em CD;0D (800MHz) de mistura de galato de etila (representado por et gallic), cido malingico (representado por mal) e
acido elagico (representado por ellagic) (fragdo 51).
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Espectro 18 — Expanséo de espectro de RMN HSQC em CD;0D (800MHz) de mistura de galato de etila (representado por et gallic), &cido malingico (representado por mal)

e 4cido eldgico (representado por ellagic) (fragdo 51).
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Espectro 19 — Expansdo de espectro de RMN HMBC em CD;0D (800MHz) do 4cido elagico (representado por ell) em mistura (fragdo 51).
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