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RESUMO

DIFERENCIAQAO QUIMICA DE QUATRO ESPECIES DE BAUHINIA (PATA-DE-
VACA). A busca de compostos inéditos a partir de produtos naturais com alta atividade
biolégica € uma tarefa ardua que foi aprimorada devido a evolucdo das técnicas
analiticas instrumentais. Adicionalmente, o0 uso de ervas medicinais para o tratamento
de doencas persiste por geracbes e o estudo farmacologico destes farmacos
evidencia a sua atividade biol6gica. No entanto, apesar de ser reconhecido o valor
dos produtos naturais o desmatamento ainda cresce no Brasil. As Bauhinias (pata-de-
vaca), com mais de 60 espécies nativas, sdo extensivamente utilizadas na medicina
popular brasileira para o controle de diabetes. Desta maneira, em 2009 B. forficata, B.
variegata e/ou B. affinis foram incluidas na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (RENISUS). Inserido neste contexto, este trabalho relata os
resultados obtidos da identificacdo por LC-HRMS e LC-SPE/NMR de compostos em
extratos etandlicos de folhas de Bauhinia longifolia, espécie fitoquimicamente pouco
estudada, e a diferenciacdo quimica de B. forficata, variegata, longifolia e affinis
utilizando analise/caracterizacdo por LC-HRMS e ferramentas quimiométricas ndo
supervisionadas de classificagdo. As condigdes cromatograficas foram desenvolvidas
utiizando planejamento fatorial completo e conhecimentos fisico-quimicos
cromatograficos. Com este método foi possivel caracterizar 74 (setenta e quatro)
compostos em Bauhinia longifolia, a maioria destes foram identificados pela primeira
vez nesta espécie, sendo eles acidos fendlicos, proantocianidinas e flavonoides O-
glicosilados. Além disso, foram isolados 6 (seis) metabdlitos por LC-SPE (time slice)
e identificados por NMR, destes compostos quatro (miricitrina, juglanina, afzelina,
bauhiniastatina 2) séo inéditos para B. longifolia, destacando-se a bauhiniastatina 2
relatada na literatura com propriedades anticancerigenas. Adicionalmente, o perfil
guimico (LC-HRMS) analisado por andlise hierarquica de grupos (HCA) e andlise de
componentes principais diferenciou as 4 espécies de Bauhinia e outros 24 compostos
foram inferidos. Assim, 99 (noventa e nove) compostos foram identificados nesta tese
fornecendo informacdes importantes que podem ser utilizadas no controle de
gualidade de extratos etandlicos de folhas de Bauhinia, como também para explicar

propriedades etnoterapéuticas, acdes farmacologicas e toxicologicas,



ABSTRACT
CHEMICAL DIFFERENTIATION OF FOUR SPECIES OF BAUHINIA (COW’S
PAW). The search for new compounds from natural products with high biological
activity is an arduous task that has improved due to the evolution of instrumental
analytical techniques. In addition, the use of medicinal herbs for the treatment of
diseases is still used for generations and the pharmacological studies of these
drugs evidences their biological activity. In spite of this, deforestation still grows in
Brazil. The Bauhinia (pata-de-vaca), with more than 60 native species, are
extensively used in Brazilian popular medicine for the control of diabetes. Thus, in
2009 B. forficata, B. variegata and/or B. affinis were included in the National List of
Medicinal Plants of Interest to SUS (RENISUS). In this context, the present work
reports the results of LC-HRMS and LC-SPE / NMR identification of compounds in
leaves of Bauhinia longifolia, a species with few phytochemical studies, and the
chemical differentiation of B. forficata, variegata, longifolia and affinis using LC-
HRMS and unsupervised chemometric tools. Chromatographic conditions were
developed using full factorial design and liquid chromatographic knowledge. With
this method it was possible to characterize 74 (seventy-four) compounds in
Bauhinia longifolia. Most of these were first identified in this species, namely
phenolic acids, flavonoids O-glycosylated and proanthocyanidins. In addition, 6
(six) were isolated by LC-SPE and identified by NMR in which four (miricitrin,
juglanin, afzelin, bauhiniastatin 2) are unknown for this species, especially
bauhiniastatin 2 reported in the literature with anticancer properties. Futhermore,
the chemical profile by LC-HRMS analyzed by hierarchical cluster analysis and
principal component analysis differentiated the 4 species of Bauhinia and 24 other
compounds were inferred. Thus, 99 (ninety-nine) compounds were identified in this
thesis by providing important information that can be used in the quality control of
ethanolic extracts of Bauhinia leaves, as well as to explain ethnotherapeutic

properties, pharmacological and toxicological actions.
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INTRODUCAO







1- INTRODUCAO

Durante a Ultima década, o interesse cientifico sobre fitoterapicos
aumentou, principalmente, com relagéo a sua identidade, qualidade e eficacia, sendo
uma importante area de estudo da medicina, biologia, farmécia e quimica 3.

Os recentes avangos na gendmica, protedmica, metabolémica,
tecnologias de bioinformatica e analiticas levaram o numero de publicacbes em
produtos naturais (PN) a triplicarem de 2007 a 2017 4° (FIGURA 1.1), pois
revolucionaram a identificacdo de seus compostos, permitindo pesquisas mais
abrangentes (desreplicacdo, high-throughput screening) do que as técnicas de
isolamento tradicional. Atualmente, o foco neste tipo de pesquisa é o interesse central
dos estudos fitoquimicos de PN e, de maneira geral, pode ser dividido em: i)
Identificacdo, qualidade, autenticacdo de substancias/extratos ativos e ii) busca de
novos medicamentos a base de PN, producdo e pesquisa para entender os efeitos

farmacolégicos, toxicolégicos e a eficacia das ervas medicinais 2.

Ano

2017
2016
2015
2014
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2011
2010
2009
2008
2007

N2 de
publicagoes

o

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

* informac&o obtida em abril de 2018 da base de dados web of knowledge com a entrada
“Natural products”.
FIGURA 1.1- Namero de publicacGes na &rea de produtos naturais de 2007-2017.

Os produtos naturais possuem enorme diversidade quimica e estrutural
gue nado pode ser igualada a nenhuma biblioteca sintética de pequenas moléculas e
continuam a inspirar novas descobertas em quimica, biologia e medicina. Eles séo
evolutivamente melhorados e as maiores fontes e/ou modelos de farmacos °.

A clinica médica esta cheia de histérias notaveis de produtos naturais
gue impactaram profundamente a terapéutica clinica como por exemplo, o paclitaxel
(Taxol®) para o tratamento de céncer, que age na célula cancerigena ligando-se
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especificamente a subunidade B da tubulina, proteina produzida na mitose da célula
cancerigena, formando um composto estavel que ndo permite a diviséo celular .

Os prémios como o Nobel de Fisiologia ou Medicina de 2015 para
William C. Campbell e Satoshi Omura, pela descoberta das avermectinas microbianas
de produtos naturais e o de Youyou Tu para a descoberta da artemisinina® (FIGURA
1.2), um farmaco que reduziu significativamente as taxas de mortalidade de pacientes
que sofrem de malaria, demonstram reconhecimentos notérios em PN e o potencial
atual de descoberta de compostos com alta atividade biol6gica e com alto valor
financeiro agregado.

Mais de 95% da biodiversidade mundial (aproximadamente 2 milhdes de
espécies de plantas, animais, fungos, microrganismos e similares) nao foi avaliada
para qualquer atividade biol6gica. Desta maneira, pesquisas para a identificacédo e
autenticacdo de extratos vegetais sdo fontes de conhecimentos extremamente

valiosos °.

FIGURA 1.2- Artemisia annua L!° — Descoberta por Tu um dos pesquisadores responsaveis por
receber o prémio Nobel de fisiologia e medicina de 2015.

Apesar de o Brasil possuir cerca de 55 mil espécies de plantas, 10% da
flora mundial, em 2013 gerou apenas 0,19% (R$ 1,1 milhdo de reais) do que produziu
o mercado global de fitoterapicos (R$ 58 bilhées), sendo que poderia fornecer ao ano,
em torno de US$ 5 bilhdes de délares 112, Estes valores sdo indicios que ainda
precisamos conhecer a flora brasileira, a fim de potencializar o seu uso comercial
sustentavel uma vez que atualmente florestas sdo grandemente devastadas para

mineracgao, obtencdo de matérias primas como madeira ou para plantacao de cana de



aclcar, banana, café, dentre outros 314, Desta forma, com o conhecimento ampliado
dos recursos naturais, 0s recursos oriundos de sua comercializacdo poderiam ser
utilizados na pesquisa, saude, empregos diretos e indiretos, além de ser forte
justificativa para preservagao da nossa biodiversidade.

Segundo Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em paises em
desenvolvimento e alguns paises industrializados como o Canada, Franca, Alemanha
e ltadlia o uso de produtos da medicina tradicional abrange de 76% a 96% da
populacdo'?. De forma semelhante, 82% dos brasileiros utilizam ervas medicinais em
seus cuidados com a saude, seja pelo conhecimento da medicina popular, medicina
indigena, quilombola ou cientifica 1°.

Devido a estes fatores, em 2006 foi aprovado no Brasil a fitoterapia como
pratica integrativa complementar para tratamento de pacientes no sistema publico de
saude (SUS), um dos maiores sistemas de saude gratuito do mundo, que atende 200
milhdes de habitantes 617, Adicionalmente, em 2008 o Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos aprovou o uso de 12 plantas para tratamento e prevencao
de doengas no SUS, além de elencar 70 plantas medicinais, como Bauhinia ssp. (B.
affinis, B. forficata ou B. variegata) amplamente utilizadas pela populagéao, na Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao sistema unico de saude (RENISUS),
programa federal brasileiro que tem como objetivo a promocdo de pesquisa,
desenvolvimento e inovacao afim de regulamentar o uso de fitoterapicos e insumos a
base de plantas medicinais?®.

A andlise quimica é uma ferramenta indispensavel no uso dos recursos
naturais, pois através dela € possivel a geracdo de um banco de dados com as
caracteristicas fisicas e quimicas do material vegetal garantindo a qualidade,
seguranca de sua comercializagcédo e com isso a abertura do mercado para exportacao

destes medicamentos.
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2- OBJETIVOS

2.1- Gerais
1. Identificar compostos em B. longifolia por LC-HRMS e LC-SPE/NMR;
2. Diferenciar quatro espécies de Bauhinia através de marcadores identificados

por LC-HRMS e técnicas quimiométricas nao supervisionadas;

2.2 - Especificos

1. Desenvolver um perfil cromatografico para diferenciagdo de Bauhinia spp.,
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de
diodos (CLAE-DAD), conhecimentos fisico-quimicos cromatograficos e
planejamento experimental objetivando um maior nimero de picos separados;

2. Caracterizar os compostos presentes em B. longifolia por LC-HRMS e LC-
SPE/NMR.

3. Aplicar a condicdo cromatografica desenvolvida para identificar por LC-HRMS
0s compostos presentes em B. forficata, B. variegata, B. longifolia e B. affinis;

4. Diferenciar as B. forficata, B. variegata, B. longifolia e B. affinis utilizando os
compostos identificados por LC-HRMS e métodos quimiométricos né&o
supervisionados (HCA e PCA);
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3- FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1- Bauhinia forficata, B. variegata, B. longifolia e B. affinis

Utilizada amplamente pela populacao brasileira para o tratamento
e prevencdo de diabetes, as plantas género Bauhinia Linnaeus (Bauhinia L.) sdo
conhecidas popularmente como pata de vaca ou unha-de-boi devido as suas
folhas bilobadas, podendo possuir porte arboreo, arbustivo ou
escandente/trepadeiras (FIGURA 3.1), folhas geralmente coriaceas (duras e
rigidas como um couro), flores com um plano de simetria (zigomorfas) de

coloracdo variada e fruto do tipo legume!®. O nome Bauhinia é a uma

homenagem feita por Carolus Linnaeus aos irmaos Jean (Johan) Bauhin (1541-

1613) e Gaspard (Kaspar) Bauhin (1550-1624), médicos e botanicos suicos 2°.

FIGURA 3.1- A - B. scandens (trepadeiras)?*; B - B. galpinii (rbustos)zz; e C - B. forficata
(arvore)®,

O género Bauhinia possui cerca de 300 espécies distribuidas em

paises tropicais, incluindo Africa, Asia e América do sul, sendo que
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aproximadamente 60 espécies podem ser encontradas em todo territério
brasileiro?*25.

As espécies B. forficata, B. variegata, B. longifolia e B. affinis sdo
arvores e sua distribuicdo geogréfica € mostrada na FIGURA 3.2. B. forficata,
reconhecida como a pata-de-vaca verdadeira'®2® devido ao amplo estudo desta
espécie no tratamento de diabetes, € nativa do Brasil e ocorre nos estados das
regibes nordeste (Alagoas, Bahia, Pernambuco), sul (Parana, Rio Grande do

Sul) e sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo).

FIGURA 3.2- Distribuicdo das espécies B. longifolia(BL), B. forficata(BF), B. variegata(BV) e B.
affinis(BA) no Brasil #’.

B. variegata €é originaria da india e amplamente utilizada no Brasil
na arborizacdo urbana, principalmente nas regides sul e sudeste. Tal
predominéancia faz com que, ha muito tempo, a populacédo venha confundindo as
espécies e fazendo uso desta como medicinal, principalmente porque B.
variegata apresenta folhas semelhantes as de B. forficata aos olhos de um leigo
(FIGURA 3.3 e 3.4) %8,
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FIGURA 3.3 - Folhas de B. longifolia (A)?°, B. forficata (B)'°, B. variegata (C)'° e B. affinis (D)*°.

Nativa do Brasil, a B. longifolia é distribuida no norte (Para,
Rondbnia), nordeste (Bahia), centro-oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso
do Sul e Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Sado Paulo) e Sul (Parana) sendo majoritariamente predominante na regido de

Cerrado e Mata Atlantica. A espécie Bauhinia affinis € nativa e, esta presente

principalmente no Espirito Santo e Parana ®.

FIGURA 3.4 - Flores de B. longifolia (A) 2°,B. forficata (B) ° e B. variegata (C) °, B. affinis (D)
30

Os resultados apoiam, para a maioria das espécies, as
propriedades terapéuticas dos extratos de folhas, indicando que estas s&o
principalmente devido a presenca de flavonoides. Os compostos fendlicos
presentes em PN, como flavonoides, podem atuar como agentes
hipoglicemiantes principalmente em diabetes mellitus tipo 2 (em que ha
insuficiéncia da secrecédo e/ou agao de insulina) reduzindo, a absorcao intestinal
de carboidratos na dieta, modulando as enzimas envolvidas no metabolismo da
glicose (inibindo a a-glicosidase), aumentando a secrec¢ao de insulina através da
estimulagao das células B pancreaticas, além de ter propriedades antioxidantes
e anti-inflamatdrias 3.

Em folhas de B. forficata, por exemplo, diversos estudos biolégicos
evidenciam a atividade antidiabética atribuindo principalmente aos glicosideos

flavonoidicos e, em particular, a kaempferitrina (Caempferol 3,7-di-O-a-L-
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ramnopiranosideo), um marcador quimico presente nas folhas de B. forficata 32~
36.

Com relacdo a caracterizacdo quimica de Bauhinia ssp., até a
presente data, ndo ha compostos relatados na literatura para B. affinis e foram
identificados em folhas de B. longifolia flavonoides O-glicosilados®’38, em B.
variegata, flavonoides O-glicosilados e sesquiterpenos3®#! e em B. forficata
flavonoides O-glicosilados, fitoesterol, catequinas, protoantocianidinas 334°,

Para producao e comercializacao de drogas vegetais o controle de
gualidade é realizado com base em legislagdo especifica, as resolugcbes da
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), além disso, métodos de controle de
gualidade de algumas plantas medicinais ja validados estdo presentes em
monografias encontradas, por exemplo, na Farmacopeia dos Estados Unidos,
Farmacopeia Chinesa, monografias da OMS, Farmacopeia Japonesa e
Farmacopeia Brasileira 2. No entanto, ainda ha escassez de monografias na
Farmacopeia Brasileira para matérias primas de diversas espécies vegetais,

como é o caso das Bauhinias 3.

3.2- Andlise quimica e técnicas analiticas avancadas na

pesquisa de produtos naturais

Normalmente, uma erva medicinal contém centenas de
constituintes quimicos, e mdltiplos componentes sdo frequentemente
considerados responsaveis pelos efeitos terapéuticos, que podem funcionar
"sinergicamente” e dificilmente podem ser analisados 4. Consequentemente, é
essencial identificar os constituintes de plantas medicinais para garantir a
confiabilidade e a reprodutibilidade na pesquisa clinica, e melhorar o controle de
gualidade na perspectiva de compostos farmacologicamente benéficos e/ou
perigosos.

No entanto, a complexidade e a variabilidade inerente aos extratos
botanicos sdo um desafio analitico. Assim, métodos de separacdo e deteccdo
sofisticados com alta sensibilidade e seletividade sdo necessarios. Estes que
permitem uma rapida andlise da composicdo quimica possibilitando a

determinacao de metabdlitos secundarios em baixas concentracdes que podem
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ser responsaveis pela atividade biolégica ou diferenciacéo de espécies vegetais
1

3.2.1- Preparo da amostra

O preparo do extrato é a primeira etapa para analise de matrizes
vegetais, uma vez que as macromoléculas como carboidratos, lipideos,
proteinas e &cidos nucleicos estdo em concentracdes superiores aos metabdlitos
secundarios como flavonoides, taninos, antraquinonas, cumarinas, terpenos,
saponinas e alcaloides, os quais geralmente apresentam marcante atividade
biolégica e sdo elementos essenciais na diferenciacdo das espécies 4.

De modo geral, os extratos utilizados em estudo de produtos
naturais para diferenciagdo de espécies e autenticacao vegetal sdo aqueles mais
abrangentes e representativos da totalidade dos compostos da matriz vegetal.
Além disso, os processos extrativos a frio normalmente sao preferiveis, pois
preservam a integridade dos componentes presentes no extrato.

A grande diversidade quimica de metabdlitos em produtos naturais
de diferentes polaridades, caracteristicas acido-base e massa molecular tornam
a escolha do solvente um ponto crucial, pois ele guiarda quais e quantos
compostos serdo extraidos. Solventes de diferentes polaridades podem ser
utiizados quando se deseja classes especificas de compostos, como
demonstrado na TABELA 3.1.

TABELA 3.1- Solventes para extracéo de diferentes metabdlitos secundarios.

Solventes Classe de metabdlitos secundarios

éter de petréleo e hexano lipideos, ceras, pigmentos e furanocumarinas.

tolueno, diclorometano e alcaloides (base livre), antraquinonas livres, 6leos volateis
cloroférmio e glicosideos cardiotonicos.

acetato de etila e n-butanol  flavonoides, cumarinas

etanol e metanol heterosideos em geral

misturas hidroalcodlicas agliconas, ceras, sapogeninas, iridoides e sesquiterpenos
Agua saponinas e taninos

agua acidificada alcaloides

agua alcalinizada Saponinas

* Adaptada a partir de Cechinel et. al. (2010) %4,
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Os solventes de extracdo como metanol e etanol sdo muito
utilizados para andlises abrangentes de matrizes vegetais por LC-MS 4548, visto
gue possibilitam a extragcéo de diversas classes de compostos em quantidades
maximizadas. No entanto, somente 0 processo extrativo pode néo ser suficiente
para a selecdo dos compostos de interesse e retirada de interferentes, sendo
necessario um passo posterior de fracionamento. O fracionamento pode ser
realizado por técnicas de extracao liquido-liquido (LLE), extracdo em fase sélida
(SPE) e cromatografia de contracorrente (CCC). Dentre essas, a mais utilizada
€ SPE em face de suas vantagens, como maior recuperacao, pré-concentracao
eficaz, menor quantidade de solvente orgéanico, facilidade de operacao e maior
possibilidade de automagdo*®. Tratamentos por SPE sédo aplicados em trabalhos
de identificacdo de marcadores quimicos em espécies vegetais, especialmente

na remocéo de clorofila 0:51,

3.2.2-Técnicas instrumentais para analise quimica qualitativa

de compostos fitoquimicos

A analise quimica em produtos naturais implica necessariamente
na utilizacdo de técnicas cromatograficas, como cromatografia gasosa (CG) %%~
54 e cromatografia liquida (LC) 55°6. A GC é indicada para andlise de compostos
volateis de baixo peso molecular e estaveis a altas temperaturas, ja a LC
possibilita analisar compostos volateis e ndo volateis, de baixo a alto peso
molecular, desde que sejam sollUveis em uma fase liquida. Desta maneira, a
cromatografia liquida apresenta grande versatilidade e também possibilita a
separacdo de ampla gama de compostos com propriedades fisico-quimica
distintas, devido a utilizacdo de diferentes modos de eluicdo e disponibilidade de
grande diversidade de fases estacionarias.

Ao desenvolver métodos cromatograficos, buscam-se condi¢cbes
cada vez mais rapidas, visando a reducdo de custos operacionais, melhor
aproveitamento de equipamentos e recursos humanos. Perfis cromatograficos
de plantas medicinais exigem métodos abrangentes, que representem a

totalidade dos constituintes quimicos da amostra analisada e, portanto, grande
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namero de compostos separados. A alta complexidade das amostras de PNs
torna tal desenvolvimento uma tarefa néo trivial.

No desenvolvimento do método cromatografico a otimizacdo das
condi¢cdes baseadas em um Unico parametro ndo é garantia de sucesso e pode
levar a métodos com baixa eficiéncia de separacao e/ou resolucédo, uma vez que
a capacidade de pico (numero de picos dentro do espaco cromatografico)
depende da interacdo entre as variaveis que impactam a separacdo como por
exemplo pH, tipo de solvente, modificador organico, vazéo e etc °’. Desta forma,
uma alternativa é a utilizagdo de planejamento experimental, que permite o
desenvolvimento multivariado, ou seja, a avaliacdo concomitante de varios
fatores e suas interacoes.

A grande variedade de programas estatisticos, que permitem a
automatizacdo e a andlise multivariada dos resultados, vem popularizando a
utilizacdo do planejamento fatorial no desenvolvimento de métodos
cromatograficos %859, Adicionalmente, novas tecnologias na confecgéo de fases
estacionarias com tamanho de particulas cada vez menores tem propiciado
andlises rapidas sem perda de eficiéncia e resolucédo cromatogréfica 6061,

Desta maneira, o advento das novas tecnologias aumentaram
significativamente a obtencao de condicbes cromatograficas com alta eficiéncia
gue, aliadas as técnicas de deteccdo, como espectrometria de massas,
ressonancia magnética e outras, possibilitam a identificacdo abrangente

inclusive de compostos isobaricos ou diasteroisoméricos 2.

3.2.3-Técnicas hifenadas para identificacdo de marcadores

guimicos em matrizes vegetais

A razdo para o sucesso na descoberta de medicamentos a base de
produtos naturais provavelmente pode ser explicada pela alta diversidade
guimica destas moléculas, efeitos da evolugcdo para criar moléculas
biologicamente ativas, e/ou a similaridade estrutural de alvos proteicos em
muitas espécies 3. Esta grande diversidade quimica também esta diretamente
ligada a uma alta variabilidade de suas propriedades fisico-quimicas que tornam

a deteccdo universal desafiadora. Além disso, 0os metabdlitos secundarios
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podem estar presentes em concentracdes altas ou tracos e, de acordo com o
tipo de estudo (quantificacéo, padronizagéo, autenticacao vegetal, fingerprinting,
triagem, andlise de tracos, etc.), métodos muito sensiveis e seletivos podem ser
necessarios para deteccdo destes componentes fitoquimicos 4.

Para identificacdo abrangente de compostos em uma matriz
vegetal sem a necessidade de isolamento e purificacdo o acoplamento da
cromatografia liquida a alguns detectores, como arranjo de diodos (LC-DAD),
espectrdmetros de massas (LC-MS) e/ou ressonancia magnética nuclear (LC-
NMR) se faz necessario. Uma abordagem utilizada é a caracterizag&o preliminar
dos metabdlitos por meio da interpretacdo dos dados do MS (massa molecular,
perfil de fragmentacdo e/ou comparacdo com um padrao analitico) e espectros
de absorcdo de ultravioleta (UV). Em etapa seguinte, andlises por LC-NMR
podem ser empregadas visando a obter informacgdes estruturais mais detalhadas

dos compostos que apresentaram atividade em ensaios biologicos, por exemplo
65-67

3.23.1 - LC-MS

O acoplamento da cromatografia liquida de alta eficiéncia com a
espectrometria de massas (LC-MS) € vastamente utilizado na analise qualitativa
e quantitativa de extratos de Produtos Naturais ©2686° | C-MS combina a
capacidade de separacao de diferentes compostos da cromatografia liquida com
a de analise da espectrometria de massas que se fundamenta na medida da
relacdo massa-carga (m/z) dos ions provenientes dos analitos em fase gasosa
oferecendo vantagens quando comparados com sistemas de LC acoplados aos
detectores Opticos. De forma geral, é possivel determinar a partir da m/z a massa
molecular de um composto quimico, devido a abundéancia isotépica dos atomos,
bem como a informagéo estrutural por experimentos de fragmentacdo (MS").
Adicionalmente, € possivel explorar as capacidades analiticas do LC e MS,
resultando em maior rapidez nas analises como a possibilidade de avaliar a
pureza das bandas cromatograficas e capacidade de analisar varios compostos
no mesmo tempo de retengéo, devido a elevada seletividade, possibilitando a

deteccédo de compostos em baixas concentracdes (pico- e fentogramas) 7.

18



O espectrémetro de massas consiste em fonte de ions, analisador
de massas e detector. No estudo de desreplicacdo em produtos naturais utiliza-
se tipicamente cromatégrafo liquido acoplado a fontes de ionizacdo de
electrospray (ESI) pela capacidade de analisar compostos de média e alta
polaridade como flavonoides, alcaloides, acidos fendlicos e etc 471,

Os analisadores de massas utilizados sédo de baixa e/ou alta
resolugdo. A resolugédo é definida como: R= m/Am em que m= m/z (relac&o
massa/carga) observado no espectro de massas e Am é a diferenga de dois ions
gue podem ser separados. A espectrometria de massas de alta resolucéo
possibilita a determinacdo com elevada exatiddo de m/z devido a seletividade e
especificidade da medida, ou seja, a medida realizada € obtida com um namero
suficiente de casas decimais, normalmente trés ou quatro, e desta forma quanto
maior a exatiddo na determinagcdo de uma massa maior sera o grau de
conformidade do valor medido experimentalmente (massa acurada) com o valor
determinado teoricamente (massa exata) 2.

Assim, a alta resolucdo proporciona a separacao dos ions com
massa acurada muito proximas sendo crucial ndo apenas para identificar a
férmula molecular correta, mas também para diminuir o nimero de férmulas
possiveis, 0 que € vital na caracterizacdo da composicao de matrizes complexas
1, Equipamentos de alta resolugdo como o TOF (R = 30000-40000) 73, com
exatiddo geralmente menor que 2mbDa (milidaltons), permitem encontrar as
férmulas moleculares dos composto com massa acuradas muito proximas e que
podem estar coeluidos cromatograficamente. Adicionalmente, outras
informacdes sdo obtidas em experimentos de fragmentacdo (MS/MS) em que
ions produtos sdo gerados na prépria fonte de ionizacdo ou utilizando-se
analisadores hibridos como QqTOF, no qual o quadrupolo funciona como célula
de colisdo por CID (dissociacéo induzida por colisdo) 4.

A alta sensibilidade, o poder de resolucéo de massas, a exatidao e
a aquisicao de espectros de fragmentacao tornam os analisadores QqTOF muito
uteis em experimentos de identificagdo de marcadores em espécies vegetais. Na
literatura encontramos diferentes trabalhos relacionados a caracterizacdo de
biomarcadores por LC-QqTOF para controle de gualidade,

autenticacdo/padronizacao ou diferenciacéo de espécies vegetais 47>,
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Em analisadores de massas que utilizam CID (dissociacéo induzida
por colisdo) os mecanismos de fragmentacdo de moléculas protonadas ou
desprotonadas (modos positivo e negativo, respectivamente) podem ser
distinguidas em dois grupos: i) reagcbes fragmentacéo por retencdo de carga
(CRF) e i) por migracao de carga (CMF). A CRF ocorre em um local fisicamente
distante da localizacdo da carga e sem sua participacao direta no mecanismo, e
pode ser classificada em nove mecanismos principais de reacdo: rearranjo
remoto de hidrogénio (RHR), retro-diels-alder (RDA), reacdes retro-eno (RR),
reacOes retro-heteroeno (RRH), fragmentacdo de carga remota (FCR),
eliminacdes aromaticas (EA), outros processos periciclicos (OPP), eliminacdes
de monoxido de carbono de compostos carbonilicos (EMC) e fragmentacdes
radicalares (RF). As rea¢cfes de fragmentacdo CRF dos ions negativos séo
similares aquelas dos ions positivos, porque ocorrem em posi¢des distantes do
local da carga. As CMF sédo reacfes de fragmentacdo nas quais a carga €
deslocada do ion precursor, e em ions negativos € significativamente diferente
dos ions positivos. A CMF no modo positivo pode ser classificada em cinco
mecanismos: clivagens indutivas simples, clivagens indutivas assistidas por
heteroatomos adjacentes, reacdes de deslocamento, clivagens indutivas
assistidas por remogao de B-hidrogénio e fragmentacdo de Grob-Wharton. No
modo negativo, em quatro mecanismos: a-eliminagdes; y e e-eliminacdes,
reacdes de deslocamento, eliminagdes assistidas pela remogéo de 3-hidrogénio
78_

Como em produtos naturais ndo existe um padrdo estrutural, a
exemplo dos peptideos, a caracterizacdo das substancias presentes neste tipo
de matriz é uma tarefa desafiadora "*. No entanto, espectrometros de massa de
alta e baixa resolucao hifenados a LC tém sido empregados com sucesso para
caracterizacdo quimica de diversas classes de compostos tais como: fendlicos,
flavonoides, alcaloides, terpenoides, esteroides, cumarinas e lignanas 47%-84,

Uma vez que dados de MS néo sao suficientes para caracterizar
inequivocamente PN, o padrédo de anotagdo dos compostos sao descritos da
seguinte forma %2: i) Compostos identificados: aqueles baseados na comparacéo
de duas ou mais propriedades ortogonais (UV, IR, MS, NMR e métodos quirais
dticos, por exemplo) e/ou com um padréo quimico analitico 8°8586; ji) compostos

inferidos (em inglés podemos encontrar termos como annotated ou putative por
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exemplo) baseado em propriedades fisico-quimicas, similaridade com
bibliotecas de espectros publicos/comerciais, sem referéncia a um padrao
guimico auténtico 8387; iii) classes de compostos inferidas: baseada em
propriedades fisico-quimicas caracteristicas de uma classe quimica de
compostos ou por similaridade espectral com compostos conhecidos de uma
classe quimica 8 e iv) Compostos desconhecidos - embora néo identificados ou
nao classificados podem ser utilizados para diferenciacao de espécies vegetais
e quantificacdo com base em dados espectrais para autenticacdo vegetal e/ou

controle de qualidade por exemplo &°.

3.2.3.2 - LC-MS e métodos quimiométricos ndo supervisionados

para diferenciacdo de espécies vegetais

Os dados obtidos de analises de plantas medicinais a partir de
instrumentos de massas de alta resolugcdo, como o QqTOF, s&o volumosos e
complexos, portanto, muito dificeis de serem interpretados sem ajuda de
softwares. A FIGURA 3.5 mostra um grafico de superficie (Survey View) obtido
no QgTOF em que o eixo X € o tempo de retencdo, Y massa exata (m/z) e Z a
intensidade de m/z.

A fim de facilitar a visualizacdo da similaridade ou diferenca de
espécies vegetais, faz-se necessario meétodos quimiomeétricos para o0
agrupamento de informacées com o0s quais realiza-se a manipulacao, pré e

processamento, pés processamento e andlise estatisticas dos dados %°-°1,
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FIGURA 3.5- Figura ilustrativa do grafico de superficie(SV) da andlise cromatogréafica no modo
negativo e autoMS de B. affinis. Eixo X tempo de retencdo (min), Y relacdo massa/carga (m/z) e
Z intensidade.

Em estudos abrangentes de produtos naturais, os dados de LC-MS
podem ser extraidos como area do pico do ion extraido®°? ou com o uso de
softwares, por exemplo, que extraem as caracteristicas moleculares 3.
Adicionalmente, estes dados podem ser pré-processados para adequar as
amostras ao conjunto de maneira a maximizar ou minimizar o efeito de certas
variaveis no todo, pois, podem existir fontes de variacao sistemética ou aleatoria
gue mascaram a variacdo de interesse. O pré-processamento pode ser das
amostras como alisamento ou suavizacdo (smothing) de sinais ruidosos
(utilizado para remover variacbes aleatérias), normalizacdo, ponderacdo e
correcdo da linha de base (utilizados para remover variagbes sistematicas),
como também pré-processamento das variaveis que consiste em centrar na
média, autoescalonamento e etc %%,

A andlise multivariada corresponde a métodos e técnicas
matematicas que utilizam simultaneamente todas as variaveis na interpretacao
tedrica e visualizacdo grafica de um grande conjunto de dados. Quando o
interesse é verificar como as amostras se relacionam, ou seja, 0 quanto estas
sdo semelhantes segundo as variaveis utilizadas, dois meétodos né&o
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supervisionados (agueles que nenhuma informacdo com relacdo a identidade
das amostras € levada em consideracdo) podem ser utilizados, sendo eles: a
andlise hierarquica de grupos (HCA) e a andlise por componentes principais
(pCA)96,97_

A HCA classifica amostras em um conjunto de dados com base em
sua similaridade. O objetivo do HCA € agrupar objetos (por exemplo, plantas da
mesma familia, género e/ou espécie), de modo que os que sejam relativamente
semelhantes estejam no mesmo cluster (agrupamento) e 0s que Sao
relativamente diferentes fiquem separados em outros clusteres. A entrada para
HCA é uma matriz de distancia ou dissimilaridade que representa as diferencas
entre 0os objetos com base nos dados obtidos para cada objeto. O resultado é
um dendrograma (uma &rvore), que tem como objetivo dividir os elementos da
amostra, ou populagéo, em grupos, de forma que as amostras pertencentes a
um mesmo grupo sejam similares entre si com relacdo as variaveis
(caracteristicas) que neles foram medidas, e os elementos em grupos diferentes

sejam heterogéneos em relacdo a estas mesmas caracteristicas (FIGURA 3.6)
98,99

DISTANCIA
Variavel 1 Variavel2 -- --  Varidavelm
DENDOGRAMA
Amostra 1l / \
Amostra 2
- Matriz de dados HCA
nxm
Amostran \ /
2 4 1

INDIVIDUOS OU ITENS

FIGURA 3.6- Figura ilustrativa da analise hierarquica de grupos (HCA).

Na andlise de componentes principais (PCA), os dados extraidos
sdo representados por um conjunto de novas variaveis conhecidas como

componentes principais (PCs), FIGURA 3.7. As similaridades e variancias das
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amostras de acordo com os dados sdo mostradas em um gréafico de scores e a
influéncia de cada variavel (por exemplo metabdlitos vegetais) é visualizada pelo

gréfico de loadings da PCA 1,

Scores

Variavel1l Varidvel2 -- --  Varidavelm

Amostra 1 / ‘\

Amostra 2

Matriz de dados
nxm

PC2 (21%)

Amostra n \ J

FIGURA 3.7- Figura ilustrativa da analise de componentes principais (PCA).

PC1 (61%)

3.24-LC-NMR

A utilizagdo de técnicas hifenadas como LC-MS fornece dados
estruturais importantes, contudo nao propicia elucidagbes estruturais
inequivocas, principalmente para compostos inéditos. Nesse sentido, a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (NMR), com sua grande
diversidade de experimentos uni e multidimensionais, fornece informacodes
estruturais que complementam as informagdes obtidas por MS e/ou viabilizam a
sua caracterizacdo mais completa 101102, No entanto, é reconhecidamente
menos sensivel que o MS, mesmo apés o desenvolvimento de magnetos
supercondutores mais potentes, sondas de fluxo com volumes reduzidos e
criossondas (nas quais 0s componentes eletronicos sao resfriados a 20 K,
diminuindo o ruido eletrénico) que aumentam significativamente a sensibilidade
dos equipamentos de NMR reduzindo, portanto, a quantidade de material
necessario e/ou o tempo de aquisicdo do espectro 101103,

Existem diversos modos de hifenacao entre LC e NMR, contudo,
0s mais utilizados sdo: vazao continua, vazao parada, armazenamento em alca

de amostragem e em cartuchos de extracdo de fase solida (SPE). No modo de
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vazao continua, a aquisi¢cdo dos espectros de NMR inicia concomitantemente a
corrida cromatografica. No modo de vazéo parada, as bandas cromatogréaficas
sdo sequencialmente transferidas para a sonda apos deteccdo por UV ou MS,
sendo a vazédo interrompida quando o composto se encontra na regido de
deteccdo. Na técnica de LC-SPE-NMR o0s compostos sdo eluidos para um
cartucho de SPE em que o analito é retido. Os cartuchos sé&o entdo secos com
N2 e os compostos séo dessorvidos com solventes deuterados. O uso exclusivo
de solvente deuterado torna a supressao do sinal do solvente mais facil ou
mesmo desnecesséria. Adicionalmente, a utilizacdo pés-coluna de cartuchos de
SPE possibilita realizacdo de multiplas corridas cromatograficas permitindo a
concentracdo dos analitos e consequentemente diminuindo o tempo de
experimentos bidimensionais 74191, E importante dizer, que as separagdes
cromatograficas, para isolamento por LC-SPE-NMR, devem se assemelhar as
separacdes em escalas multimiligramas e ndo as separacfes analiticas em
baixas concentracdes usadas em LC-MS 194,

Uma vez isolados a determinacdo das estruturas quimicas podem
ser realizadas com experimentos uni (1D) e bi-dimensionais (2D) como: i) *H-
NMR (1D) - capaz de obter informaces do nimero de hidrogénios, tipo quimico
destes; acoplamento hidrogénio-hidrogénio e conformacao/estereoquimica
através das constantes de acoplamento; i) *H COSY (2D) - acoplamento
hidrogénio-hidrogénio de 2 a 4 (algumas vezes mais) ligagées; iii) 13C, *H HSQC
(2D) - acoplamento carbono 13-hidrogénio a uma ligacéo; iv) *3C, 'H HMBC (2D)

- acoplamento carbono 13-hidrogénio de duas a trés ligacées 1.
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4- MATERIAIS E METODOS

4.1 - Solventes

Os solventes grau LC (J.T. Baker, Philipsburg, EUA) foram
utilizados nas analises cromatogréaficas e nao foram filtrados para as analises
por LC-MS. A agua ultrapura tipo 1 usada no preparo dos extratos e na
composicdo das fases moveis foi obtida no sistema MILLI-Q (Millipore, S&o
Paulo, Brasil). As pesagens foram realizadas em balanca analitica (AND®,
modelo HR 200), com precisdo de 0,1 mg. Para o preparo de solucdes, os
volumes dos diluentes e reagentes foram pipetados com micropipetas Gilson®.
No procedimento de preparo de amostras o0s solventes utilizados foram grau LC.

4.2 - Material Vegetal

Amostras vegetais de folhas de B. forficata (obtidas do Centro
Multidisciplinar de Pesquisa em Quimica Bioldgica e Agricola — CPQBA - SP —
Brasil - 22,79 ° S; 47,11"W), B. longifolia e B. variegata (obtidas do Instituto
Agronémico de Campinas - IAC - SP — Brasil - 22, 87 ° S; 47,07 ° W) foram
coletadas por V. A. P. Carvalho%® e a B. affinis (obtida na Area de preservacgio
ambiental - APA da Ponta do Araca - Porto Belo — SC - 27.13 ° S; - 48.52W) foi
coletada por A. N. da Silva (Universidade Federal de Santa Catarina). Todas as
espécies foram identificadas pela pesquisadora Dra. Angela Studart de F. Vaz,
do Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Um espécime
de B. forficata (n°. 755). B. longifolia (n°. 8325) e B. Variegata (n° 7650) foram
depositados no herbario da Universidade Federal de Sao Carlos (SPSC) e B.
affinis (n°. 1884)197 foi depositada no herbario do jardim botanico do Rio de
Janeiro (JBRJ) e herbario do departamento de botanica da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC - FLOR61387). O material vegetal coletado foi seco
em estufa de circulagdo de ar forcado a 40°C durante 7 dias. As amostras
vegetais foram pulverizadas em liquidificador industrial (Skymsen®, modelo TA-
02) e a padronizacao da granulometria dos p0s foi feita em peneira de 60 mesh
Bertel®.
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4.3 - Preparo da amostra

Foram pesados 500 mg dos pos das folhas das espécies de
Bauhinia e extraidos com 5 mL de etanol, em tubos conicos de 50 mL, usando o
homogeneizador Ultraturrax® (IKA®, modelo T18 basic) na velocidade 6 por 5
minutos. Apds a extracdo, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 10000 x
rpm utilizando centrifuga Jouan® (modelo, BR4i) reservando o sobrenadante
(S1). O S1 foi seco utilizando o equipamento speed-vac (Savant®, modelo
SPD131DDA). O extrato seco de S1 foi identificado, pesado e diluido para 50
mg/mL em 85:15 MeOH: H20 (v/v).

Estes extratos diluidos (D1) foram fracionados (clean up), utilizando
extracdo em fase solida (SPE) para eliminar clorofilas e outros compostos de
baixa polaridade 4°. Foi utilizado para o SPE cartuchos C18 (100 mg) end-capped
(Varian®) com volume de 1 mL e sistema manifold a vacuo de 20 portas
acoplado a uma bomba de vacuo Tecnal® (modelo TE-058). Para a realizacéo
do SPE a fase estacionaria foi ativada com 2 mL de metanol(MeOH), equilibrada
com 2 mL de MeOH: H20 85:15 (v/v), carregada com 500uL de D1 e assim a
eluicéo foi realizada e o eluato foi recolhido, seco na speed-vac e ressuspendido
em MeOH: H20 85:15 (v/v) de acordo com a concentracdo necessaria para as
analises cromatogréficas. Adicionalmente, as amostras foram centrifugadas a
9300 x g e o sobrenadante limpido foi transferido para vials. O preparo da
amostra foi realizado para cada experimento individualmente.

O sistema cromatografico analitico utilizado foi: Cromatégrafo
liguido SHIMADZU (Kyoto, Japao), composto de uma bomba LC-20AT, com
valvula solenoide de quatro linhas, degaseificador DGU-20A5, autoinjetor SIL-
10A, detector de arranjo de diodos SPDM10Avp e de ultravioleta SPD-20A com
todas as unidades controladas através de uma interface CBM 20A, computador
e 0s cromatogramas gravados e processados pelo software LC Solution.

As condi¢cdes cromatograficas para avaliacdo do preparo da
amostra foram: Coluna Fenil-Hexil home-made (100 mm x 4.6 mm x 10 uM x 120
A); fase movel solvente A — 4gua e B — metanol na vaz&o 1 ml/min. O Perfil do
gradiente: 0 - 60 min, 5 - 100% B; 60 - 75min, 100% B; 5 - 5%B; 75 - 90min, 25

mg/mL volume de injecao de 20pL.
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4.4 - Desenvolvimento das condi¢cdes cromatogréficas

O sistema utilizado foi o UHPLC (modelo Nexera®, Shimadzu)
composto por duas bombas quaternarias LC-30AD, degaseificador DGU-20Asr,
autoinjetor SIL-30AC, detector de arranjo de diodos SPD-M30A, forno CTO-
20AC, vélvula seletora para a comutacdo de colunas de 6 portas, sistema
Method Scouting Solution ® para desenvolvimento da sequéncia de analise, com
todas as unidades controladas através de uma interface CBM 20A, computador
e 0s cromatogramas gravados e processados pelo software LabSolutions ®.

O planejamento experimental, executado em trés etapas, foi
elaborado afim de produzir a condi¢cdo cromatogréafica que apresentasse o0 maior
namero de bandas. Na primeira etapa foi realizado um planejamento completo,
onde considerou-se todas as variaveis e niveis, apresentados na TABELA 4.1,
na execugao do experimento e dos calculos. Assim, na etapa 1 foram realizados
51 experimentos, dentre eles 21 eram réplicas. Adicionalmente, nesta etapa a
inclinacdo do gradiente e temperatura foram fixados em 10 min e 40 °C. Na etapa
2 foram selecionadas as melhores condicdes cromatograficas da etapa 1 e mais
8 experimentos foram realizados em 30 minutos de tempo de gradiente linear. A
melhor condicdo da etapa 2 foi utilizada na etapa 3 em que foi variado a vazao

e a temperatura, afim de diminuir o tempo da analise.

TABELA 4.1- Variaveis e niveis utilizados na etapa 1.

Modificador

Fs Coluna Organico pH aquoso

0 (100rﬁi;e>r<m2._1§rr:1€;[(e;.7um) Metanol (MeOH) 3,7 Formiato de aménio 10mM
S ooy MmCOnE a2 oo Fomico 200um
20 (10%?’;?]”;3'51):&??(52":75“”]) 53 Acetato de amonio 10 mM
29 Ascentis Express C18 7.4 Bicarbonato de amdnio 10mM

(100mm x 2.1mm x 2.7jum)

Para o calculo de nimero de bandas cromatograficas a integracéo
automéatica com mesmos critérios foi utilizada para todos os cromatogramas e o
comprimento de onda foi fixado em 254 nm devido ao cutoff do solvente em
diferentes pHs e a absortividade dos compostos presente nesta matriz vegetal.

Os softwares utilizados para os calculos foram o Excel® e o Matlab®,
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4.5- Analise por LC-HRMS

O sistema UHPLC (Nexera, Shimadzu), descrito no item 4.1.4, foi
acoplado ao espectrometro de massas de alta resolucdo do tipo QqTOF (Bruker
Daltonics - Impact, Rheinstetten, Alemanha) equipado com fonte ESI (LC-
HRMS). A aquisicdo e processamento dos dados foi realizada utilizando o
software Data Analysis® (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemanha) e os
parametros das fontes serdo colocados nos itens abaixo de acordo com o

experimento realizado.

4.5.1 - Caracterizacao de B. longifolia

Foi realizada a transferéncia das condigcbes UHPLC para HPLC. Os
solventes utilizados foram: Solvente A - agua/acido férmico (100 M) e B -
metanol/acido formico (100 pM). A eluicédo gradiente foi realizada nas seguintes
condi¢cdes 0-60 min, 5-80% B; 60-70 min, 100% B; 70-80 min, 5% B a uma vazéao
de 1,0 mL/min. A coluna analitica utilizada foi bifenil restek® (5 pm, 150 mm x
4.6 mm) e pré-coluna Phenomenex® C18 (4 mm x 3 mm). Os extratos de
concentracdo 77 mg/ml foram centrifugados a 9300 x g, posteriormente o
sobrenadante limpido foi transferido para vials. O volume de injecéo foi de 1uL.
A vazao da fase movel foi dividida utilizando conector tipo T, direcionando 330
ML/min para o espectrometro de massas. As condi¢cdes da fonte foram: capilar
4000 V, offset da placa final a -500 V, nebulizador a 3 bar, 12 L/min e 300°C
vazao e temperatura do gas de secagem (Nz). Os espectros foram registrados
no modo negativo de ionizagdo de 50 e 1200 m/z. As andlises foram realizadas
no modo full scan e autoMS. Para realizar a aquisicdo no modo MS / MS
automatizado o numero de precursores selecionados para a fragmentacédo foram
iguas a 5.

Os dados de MS e MS/MS foram processados por meio do software
Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonik®), que forneceu uma lista de possiveis
férmulas elementares usando o Bruker Smart Formula. O limiar de precisao para
confirmacdo de composicdes elementares foi estabelecido abaixo de 5 ppm. A
calibracdo do espectrometro de massa externo foi realizada com clusteres de

formiato de sodio (formiato de sodio 5 mM em agua:2-propanol 1/1 (v/v)) em
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modo de regressao quadratica de alta precisédo de calibracdo (HPC). A solucao
de calibracéo foi injetada ap6s a analise cromatografica, registrada no mesmo

cromatograma e todos os espectros foram calibrados antes da identificacéo.

4.5.2 - Andlise de componentes principais das 4 espécies de

Bauhinia.

As analises das 4 espécies de Bauhinia foram realizadas utilizando
0 método desenvolvido no planejamento experimental nas seguintes condicdes:
Coluna bifenil kinetex® Phenomenex (100 mm x 2.1 mm x 2,7 uM x 90 A); fase
movel solvente A — agua/acido férmico 100uM e B — metanol/acido férmico
100uM na vazao 0,7 mi/min e temperatura 50°C. O Perfil do gradiente: 0 - 20
min, 5 - 70% B; 20,1 - 25min, 100% B (limpeza da coluna); 5 - 5%B 25 - 30min
(condicionamento), volume de injecao de 0,5uL de 30 mg/mL do extrato de cada
espécie, preparado como apresentado no item 4.3. Inicialmente, as amostras
foram analisadas nos modos positivos e negativos em full scan em uma faixa de
relacdo massa carga de 50 a 1500 m/z. Usando um divisor tipo T, a vazéo que
chegava até o espectrémetro era de 118 uL/min.

Nas analises multivariadas as amostras foram preparadas em
triplicatas de extragdo e em duplicata de clean up (SPE) produzindo seis
amostras para cada uma das quatro espécies estudadas.

A obtencdo das caracteristicas moleculares (CM), pré-
processamento e a analise multivariada (PCA e HCA) foram realizadas utilizando
o software Profile Analysis® 2.1 (Bruker Daltonics GmbH, Alemanha).

Adicionalmente, os demais calculos e graficos foram feitos utilizando o Excel®.

4.5.3 - Diferenciacédo das 4 espécies de Bauhinia

Para diferenciacdo das 4 espécies de Bauhinia o método
cromatografico utilizado foi o descrito na secédo 4.5.2. Experimentos de ions
totais e de ions produtos (auto MS/MS) foram realizados no modo negativo de
lonizagao na faixa de massas de 50 a 1500m/z de B. forficata, B. variegata,
B.longifolia e B. Affinis. Outros 10 experimentos de ions produtos foram feitos
variando a energia de fragmentacao. As energias foram 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45 e 50 eV. As condi¢bes da fonte ionizagao (ESI) foram: nebulizador 1,0
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bar, 8 L/minvazéao e temperatura do gas de secagem (N2), voltagem do end plate
e capilar de 500 V e 4000 V, respectivamente. Para realizar a aquisicdo no modo
MS / MS automatizado o numero de precursores selecionados para a
fragmentacgao foram iguas a 5. Os dados de MS e MS/MS foram processados da

mesma maneira que foi apresentado na secéo 4.5.1.

4.6 - Analise por LC-SPE/NMR para caracterizacdo de Bauhinia
longifolia

As analises utilizando LC-DAD-SPE/NMR foram realizadas na
mesma condi¢do cromatografica do LC-HRMS (sec¢éo 4.5.1), sem o divisor de
vazao, com a coluna analitica bifenil Restek® (5 pym, 150 mm x 4.6 mm) no
sistema cromatografico liquido Agilent (série 1200, Agilent GmbH) equipado com
bomba quaternaria (G1311A), degaseificador (G1322A), detector de arranjo de
diodos de comprimento (G1315D), amostrador (G1329A), CTO-10ASvp. O LC
foi acoplado ao sistema automatizado de troca de cartucho (ACE™ Spark
Holland, Alemanha), este sistema possui bomba (Knauer) que diluiu a fase mével
com agua, diminuindo a forca da fase movel, antes que as fracdes fossem retidas
no cartucho, na unidade SPE Prospekt [I®. O LC-SPE foi controlado por
computador e software HyStar® 2.3 (Bruker).

Trinta (30) corridas cromatograficas consecutivas, vazao de 1,0
mL/min, foram realizadas com injecfes de 1 uL. A coleta das fracdes foi realizada
por fatiamento de tempo (time-slice) em que a largura do fatiamento foi de 6 ou
12 segundos dependendo da largura da banda cromatografica. Os compostos
foram trapeados em cartucho HySphere Resin GP (10 mm x 2 mm 10 ym) de
fase esférica constituido de polidivinilbenzeno. Apos o processo de adsorcéo, 0s
cartuchos foram secos com gas nitrogénio (Nz) por 30 min para remocgéo do
solvente residual da corrida cromatogréfica e trapeamento. Utilizou-se 250uL de
metanol-ds4 deuterado (99,8%) para eluir os compostos dos cartuchos de SPE
diretamente em tubos de NMR (Deutero, 3 mm o.d).

Os espectros de NMR 1D H, 13C e 2D dos compostos retidos foram
primeiramente analisados em experimento de hidrogénio, afim de verificar se
tinha intensidade de sinal suficiente para realizar 0s experimentos

bidimensionais. Os compostos com a intensidade adequada foram submetidos
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a experimentos 2D (COSY, HSQC e HMBC). Todos os espectros foram
adquiridos em um espectrometro Bruker Advance Il (14,1 Tesla 600 MHz,
Ultrashield Plus) equipado com cryoprobe inversa tripla de ressonancia de 5 mm
(*H / 13C / 15N) com gradiente de campo z. A probe foi ajustada com unidade
automatica de tuning e matching. A coleta e o processamento de dados foram

realizados utilizando o software Bruker Topspin verséo 3.2.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Desenvolvimento analitico

O procedimento de preparo da amostra € muito importante em LC-
MS uma vez que a limpeza pode aumentar o tempo de vida util da coluna
analitica, além de minimizar o efeito de supressao de sinal do MS devido ao
efeito de matriz. Desta maneira, neste trabalho foi usada a extracdo em fase
sélida (SPE) para remocéo de clorofila 4°.

Os resultados do antes e apds o procedimento de preparo da
amostra é apresentado na FIGURA 5.1. Em que a FIGURA 5.1A representa o
cromatograma antes do procedimento de SPE, e neste percebe-se que ha a
presenca de uma banda de 400 a 500nm referente a presenca de clorofilas!®®.No
cromatograma apos o procedimento de SPE (FIGURA 5.1B) verifica-se a
auséncia desta banda, e portanto, € possivel dizer que este procedimento foi
efetivo na remoc¢é&o de clorofila, e assim foi utilizado nas analises posteriores.

No desenvolvimento das condi¢cdes cromatogréficas de amostras
complexas em que ha uma grande quantidade de analitos com diferentes
propriedades fisicas e quimicas a eluicado gradiente € indicada, pois, o intervalo
de retencéo excede o objetivo preferido para a separacao isocratica (1 <k < 10)
109, No modo de eluicdo gradiente a resolucéo (separacdo de dois picos) e/ou
capacidade de pico (nUmero maximo de picos que podem ser inseridos dentro
do espaco cromatografico - PC) é utilizada para medir a qualidade da separacéo
da analise cromatografica.

Quando ndo se tem um alvo definido, como é o caso de
desenvolvimento de método para encontrar marcadores que diferenciem
espécies vegetais, fica dificil ater-se a melhora da resolucéo, pois ndo se sabe
no primeiro momento quais Sdo 0s compostos que irdo discriminar as espécies.
Além disso, quando se altera um parametro como, por exemplo o tempo de
gradiente, a resolucao de alguns picos pode permanecer a mesma ou aumentar,
e de outras bandas cromatograficas podem diminuir; além do que a inversao da
ordem de eluicdo é possivel devido as diferentes propriedades fisico-quimicas

dos compostos presentes nas amostras 1°,
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FIGURA 5.1 — Cromatogramas do extrato etandlico de folhas da espécie Bauhinia forficata. A -
Antes da extracdo por SPE; B - ap6s extracédo por SPE; C — Extratos etandlicos (em duplicata)
de folhas de Baubhinia forficata antes e ap0s o procedimento de tratamento das amostras.

Na eluicédo gradiente, a capacidade de pico pode ser expressa pela
seguinte EQUACAO 5.1 109

PC = (24—3) N*05 loga*[ K

1+k*

] EQUACAO 5.1

Onde N* é o numero de pratos tedricos, a* € seletividade
(capacidade de separacdo) e k* fator de retencdo e * indica que todas as
variaveis sdo no modo gradiente de eluicdo. Majoritariamente mudanca nos
valores de (0*) podem ser obtidas variando: tipo do modificador organico (B-
solvente, por exemplo, metanol e acetonitrila), temperatura, tipo de coluna, pH
da fase movel, concentracdo de tampao ou concentracdo do reagente pareador
idnico 111,

Desta maneira, trés etapas (FIGURA 5.2) foram utilizadas para o
desenvolvimento das condi¢cfes cromatograficas. Sendo elas: 1) triagem das
varidveis e niveis que mais impactam na seletividade; 2) ajuste fino da

capacidade de pico e 3) otimizacdo do tempo de analise.
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Etapa 1 — Triagem das variaveis e niveis que mais impactam na
seletividade: fase estacionaria, pH, modificador orgéanico.

J L

e

Etapa 2 — Ajuste fino da capacidade de pico — Melhores
condicbes da etapa 1 e variacao do tempo do gradiente.

=

Etapa 3 — Otimizacdo do tempo da analise. Diminuir o tempo
de retencdo sem perder a separacdo: aumento da vazao e
temperatura.

FIGURA 5.2- Etapas no desenvolvimento das condicdes cromatograficas.

A matriz vegetal escolhida para o desenvolvimento do método foi a
B. forficata por esta espécie ser reconhecida como verdadeira pata-de-vaca *°.
O modo reverso de eluicdo foi utilizado devido as propriedades dos analitos
presentes em matrizes vegetais (de média polaridade a apolares) e pelos
mesmos motivos o uso de pareador ibnico nao foi selecionado como variavel.

Os valores de ortogonalidades para as fases estacionarias foram
obtidos dos resultados de Fs encontrados na pagina da internet da Farmacopeia
Americana, que se baseia na teoria da subtracéo hidrofébica desenvolvido por
Snyder e colaboradores 12715 Assim, a coluna bifenil kinetex® (Fs=0) foi
escolhida para ser comparada a outras 3 colunas sendo elas uma similar, bifenil
raptor®, e duas colunas ortogonalmente diferentes a bifenil kinetex® (Fs>10)
110113116 - A fase estacionaria bifenil foi selecionada devido aos compostos
fendlicos relatados em espécies de Bauhinia.

O modificador orgéanico foi selecionado de acordo com o triangulo
da seletividade de Snyder-Rohrchneider 3117 que leva em consideracdo as
diferentes interacfes quimicas das misturas de solventes — acidez, basicidade e
dipolo. Em modo reverso de eluicdo metanol, acetonitrila e tetrahidrofurano
(THF) sé&o utilizados, pois apresentam seletividade diferentes. Neste trabalho,
somente o0 uso de metanol e acetonitrila foram investigados devido a
incompatibilidade do THF com os equipamentos modernos de LC.

Na etapa 1 foi realizado o planejamento completo, em que todas as
variaveis, suas interacées e niveis foram consideradas nos célculos %, e 3
variaveis que afetam majoritariamente a seletividade cromatogréafica °71%° foram

consideradas, sendo elas: i) tipo de fase estacionaria (coluna); ii) tipo de
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modificador organico e iii) variacdo de pH. Todas as variaveis e seus niveis sdo
mostrados na TABELA 5.1.

TABELA 5.1 - Variaveis e niveis normalizados utilizados na etapa 1 do desenvolvimento das condi¢des

cromatograficas.
Niveis Modificador  Niveis pH efetivo Niveis
Fs Coluna ~
Organico
0 Bifenil — Kinetex® -1 Metanol 1 37 Formiato de -1
(100mm x 2.1mm x 2.7um) (MeOH) ' amonio 10mM
9 Bifenil — Raptor® -0.3791 Acetonitrila -1 4.2 Acido Férmico  -0.7297
(100mm x 2.1mm X 2.7um) (MeCN) ' 200uM
20 Ascentis Express F5® 0.3791 53 Acetato de -0.1351
(100mm x 2.1mm X 2.7um) ' amoénio 10 mM
29 Ascentis Express C18® 1 74 Bicarbonato de 1
(100mm x 2.1mm x 2.7um) ' amoénio 10mM
Os resultados, variaveis e niveis codificados da etapa 1 encontram-
se na TABELA 8.1(apéndice), e os dados da analise de variancia (ANOVA) séo
mostrados na TABELA 5.2. Verificou-se que o modelo para escolha das variaveis
foi significativo, pois a média quadrética da regressao (MQR) e residuo (MQr) se
mostraram estatisticamente diferentes com um F1 calculado > F1 tabelado no
nivel de confianca de 95%.
TABELA 5.2 — Andlise de variancia da etapa 1.
Fonte de Soma Grau de Média Fcal Ftab R?
variacdo Quadréatica liberdade quadratica (95%) (95%)
Regressao 7045,81 9 782,87 10,09 2,12 0,69 F
(R)
Residuo (r) 3180,23 41 77,57
Erro Puro 175,01 19 9,21 14,83 2,13
(EP)
Falta de 3005,22 22 136,60
ajuste (Faj)
Total 10226 50 204,52

Desta forma, foi possivel obter o modelo matemético, uma equacéao
de segunda ordem, que descreveu o0s resultados desta primeira etapa
(EQUACAO 5.2).

Y=67,86-12,14C-6,22pH+4,290+10,63C2-11,99pH2 EQUACAO 5.2
(+6,93) (+3,58) (+3,69) (+2,79) (46,08) (7,67)
Onde Y ¢é a variavel dependente (numero de bandas
cromatograficas), C (tipo de coluna), pH (pH aquoso), O (tipo de modificador
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organico). E com a EQUACAO 5.2 construiu-se o grafico de contorno mostrado
na FIGURA 5.3.

7,4 i
S
& =
Y 55-66 44-55 g
66-77 S
3,7 N -1
Coluna 29 0 Coluna 29 3,7 pH

*Os valores no grafico de contorno séo referentes ao nimero de bandas cromatogréaficas.
Modificador orgénico -1= acetonitrila e 1= metanol. *condi¢do fixa: temperatura 40°C e vazéo
0,5mL/min.

FIGURA 5.3 Gréficos de contorno obtidos na etapa 1 do planejamento experimental.

Os resultados apresentados nos graficos de contorno (Figura 5.3)
mostram que em niveis mais baixos de pH e com a coluna bifenil kinetex® foi
possivel obter maiores nimero de bandas cromatograficas. Desta maneira, na
etapa 2 foi utilizado como variaveis e niveis o pH (3 a 5), modificador organico
(metanol e acetonitrila) e tempo de gradiente linear de 10 e 30 min (TABELA
5.3). Assim, foram realizadas mais 8 analises, com 2 replicas, utilizando a coluna

bifenil kinetex®, temperatura 40°C e vazao 0,5mL/min.

TABELA 5.3 - Variaveis utilizadas na etapa 2 do desenvolvimento das condi¢des

cromatograficas.
Tempo (min) Organico pH aquoso
30 min Metanol (MeOH) 3,7 Formiato de aménio 10mM
10 min Acetonitrila (MeCN) |4,2 Acido Férmico 200uM
53 Acetato de amo6nio 10 mM

*condicgdo fixa: coluna bifenil kinetex®, temperatura 40°C e vazao 0,5mL/min

Os resultados da etapa 2 (TABELA 8.2, apéndice) foram
submetidos a ANOVA e apés aplicar o teste t (com 4 graus de liberdade),
verificou-se que dentro das condi¢des testadas que o pH néo foi significativo,
entdo esta variavel foi fixada em acido férmico 200uM uma vez que testes foram
realizados no espectrometro de massas, e este pH apresentou maior intensidade

de sinal no modo negativo de ionizagéo.
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A analise de variancia foi calculada e os resultados estédo presentes
na TABELA 5.4 em que a MQFaj (média quadratrica da falta de ajuste) e MQEP
(média quadratica do erro puro) foram estatisticamente iguais com um F2
calculado < F: tabelado evidenciando que o modelo ndo apresentou falta de
ajuste. Além disso, as MQR e MQr se mostraram estatisticamente diferentes, ou
seja, 0 modelo foi significativo com o F1 calculado > F1tabelado e o valor de R?
foi igual a 0,96 (razdo entre as SQR e SQT) indicando um ajuste adequado do
modelo as respostas observadas uma vez que quanto mais perto de 1 estiver o
R? melhor é o ajuste ao modelo matematico proposto '8, Em todos os célculos

o nivel de confianca utilizado foi de 95%.

TABELA 5.4 — Analise de variancia da etapa 2.

Fonte de Soma Grau de Média Fcal (95%) Ftab R?
variacao Quadratica liberdade quadratica (95%)
Regresséao (R) 7799,53 4 1949,89 81,43 3,36 0,97
Residuo (r) 263,41 11 23,95 0
Erro Puro (EP) 24 4 6 5,70 6,09
Falta de ajuste (Faj) 239,41 7 34,21 0
Total 8062,94 15 537,53 0

Apoés aplicar o teste t (com 12 graus de liberdade), verificou-se que
tanto a inclinacdo do gradiente (I) quanto o tipo de modificador organico (O)
foram significativos. Assim, com a EQUACAO 5.3 construiu-se o gréafico de
contorno (FIGURA 5.4) evidenciando que em maiores tempos de analise e
usando metanol como modificador organico obtém-se o maior nimero de bandas
separadas.

Y=111,56 + 21,85| + 4,320 EQUACAO 5.3
(+5,36)  (+3,44) (+3,58)
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FIGURA 5.4 Grafico de contorno obtido na etapa 2. (* Os valores no grafico de contorno sao
referentes ao numero de bandas cromatograficas. **condicdo fixa: coluna bifenil kinetex®, pH
4,2 (Acido Férmico 200uM), temperatura 40°C e vazao 0,5mL/min).

Na etapa 3, foram realizados ajustes para de diminuir o tempo de
andlise, e preservando-se o numero de bandas cromatogréficas, a vazao de 0,5
mL/min e temperatura 40°C foram aumentadas, respeitando a temperatura
méxima da coluna, para 0,7 mL/min e temperatura 50°C. A condicdo
cromatografica final € mostrada na FIGURA 5.5. Além disso, foi desconsiderado
tempos de retencdo referente a concentracdo de metanol maiores que 70%,
correspondente os espacos vazios no final da andlise cromatografica, no UV, e
a presenca de interferentes presentes no metanol, lipideos, que foram
observados nos experimentos de branco (sem a injecdo da amostra vegetal) da
analise no espectrometro de massas.
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FIGURA 5.5 — Cromatograma final apés a etapa 2 do extrato etandlico de folhas de Bauhinia
forficata (A) cromatograma do pico base no modo negativo de ionizacao (-All/MS), e (B) por UV
em 254nm. Condi¢des cromatogréaficas: Coluna bifenil kinetex®, vazéo 0,7 ml/min, temperatura
50°C. Gradiente: 5-70%B.

5.2 - Perfil cromatografico das quatro espécies de Bauhinia

As condi¢cbes cromatograficas desenvolvidas (item 5.1.1) foram
utilizadas para as andlises dos extratos etandlicos de B. forficata, B. variegata,
B. longifolia e B. affinis, por LC-HRMS, conforme descrito no item do materiais e
método 4.5.2, afim de identificar e verificar os compostos que diferenciavam
estas espécies. Os cromatogramas e os gréficos de superficie (SV) obtidos sao
mostrados na FIGURA 5.6.
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FIGURA 5.6 - Grafico de superficie (SV) e cromatogramas de pico base (BPC) no modo negativo
de ionizagdo (-All/MS) para as espécies B. forficata (1a e b), B. variegata (2a e b), B. affinis (3a
e b) e B. longifolia (4a e b).
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Devido ao grande numero de dados obtidos para as quatro
espécies, diferenca dos perfis cromatograficos e poucos compostos
caracterizados na literatura para B. longifolia, dois estudos foram realizados
sendo um para a caracterizacéo da B. longifolia, por LC-HRMS e LC-SPE/NMR,
e outro para diferenciacdo quimica das quatro espécies de Bauhinia por LC-

HRMS utilizando ferramentas quimiomeétricas nao supervisionadas.

5.3 - Caracterizagdo quimica do extrato etanolico de B.
longifolia por LC-HRMS e LC-SPE/NMR

Para caracterizacdo do extrato etandlico de folhas de B. longifolia
primeiramente o método foi transferido de UHPLC para HPLC e foi realizado as
mesmas condi¢cbes cromatograficas por LC-HRMS e LC-SPE com a coluna
bifenil raptor® 5 ym,150 mm x 4.6 mm, (FIGURA 5.7) similar (F <10) a coluna
bifenil kinetex® selecionada nas condi¢des do desenvolvimento cromatogréfico.

Intens.
%105 A

BPC/-All MS
4 B. longifolia

W

0 10 20 30 40 50 Time [min]
FIGURA 5.7 - Cromatograma de pico de base (BPC) obtido por LC-HRMS no modo de ionizagdo
negativo do extrato etandlico de folhas de Bauhinia longifolia. Condicao cromatografica: 0-60 min,
5-80% B; 60-70 min, 100% B; 70-80 min, 5% B, vaz&o de 1,0 mL/min e temperatura 50°C. Coluna
analitica: bifenil restek® (5 um, 150 mm x 4.6 mm).
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Os espectros de full scan, MS? e as estrutura dos compostos
inferidos estdo no apéndice 8.2. Na TABELA 5.5 estéo presentes 0s compostos,
organizados por similaridade espectral, identificados para B. longifolia. Nela
observa-se que os acidos fendlicos foram encontrados no inicio do
cromatograma(HPLC) até 19,10 minutos, o0s taninos condensados
(proantocianidinas) e seus derivados de 7,3 a 25,7 minutos, os flavonoides com
a aglicona miricetina e seus derivados foram encontrados de 20 a 37 minutos,
caempferol e derivados de 21,9 a 34 minutos, quercetina e derivados de 23,1 a
42,2 minutos, metilquercetina e derivado em 30 e 38,5 minutos, respectivamente.
Adicionalmente, o tempo de retencao da bauhiastatina 2 foi 45,5 minutos.

Com as condicdes apresentadas na Figura 5.6(4.b) foi possivel
inferir 69 (sessenta e nove compostos) compostos do extrato etandlico de folhas
de B. longifolia por LC-HRMS e outros 6 (seis) isolados por LC-SPE e
identificados por LC-HRMS e NMR. Os compostos foram caracterizados
excluindo os adutos, clusteres e fragmentos do ion precursor no mesmo tempo
de retencdo. Isbmeros com a mesma massa exata, padréo de fragmentacéo e
diferentes tempos de retencdo foram nomeados igualmente e adicionados os

nuameros I, Il e lll.
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TABELA 5.5 - Dados LC-HRMS no modo negativo de ioniza

a0 dos compostos identificados ou inferidos do extrato etandlico de folhas de B. longifolia.

Pico Composto HPI.‘C UHP.LC lon Precursor Erro n':glrerzﬂllgr Engrgiade lon Fragmento (%)
(min) (min) [M-H]- (ppm) [M-H]" Coliséo (eV)
1 Acido gélico-hexosideo 3,50 - | 331,0670 0,3 Ci13H15010 35 169,0137 (100,0); 125,0246 (81,8)
2 Acido galico 3,60 0,60 | 169,0141 0,6 C7HsOs 35 124,0170 (100,0); 125,0242 (70,3)
3 Acido dihidroxibenzoico-hexosideo (I) 4,60 0,50 | 315,0721 0,1 C13H1509 35 108,0215 (100,0); 152,0114 (64,3)
4 Acido dihidroxibenzoico-hexosideo (I1) 5,40 - | 315,0723 -0,6 C13H1509 35 109,0288 (100,0); 153,0189 (71,7)
5 Acido dihidroxibenzoico (1) 5,60 0,90 | 153,0191 1,2 C7Hs04 35 109,0290 (100,0);
6 Acido dihidroxibenzoico(ll) 6,20 - | 153,0191 1,4 C7HsO4 35 108,0215 (100,0); 109,0255 (7,6)
7 Acido hidroxibenzoico (1) 9,40 1,70 | 137,0244 0,4 C7HsO3 35 93,0348 (100,0); 65,0395 (39,1); 124,0144 (4,1)
8 Acido siringico-hexosideo (I) 10,10 1,70 | 359,0984 0,0 C15H19010 25 197,0454 (100,0); 153,0555 (41,9); 138,0321 (41,6); 182,0218 (35,2)
9 Acido hidroxibenzoico-hexosideo 11,40 1,70 | 299,0771 0,4 C13H1508 35 137,0243 (100,0); 93,0343 (34,9)
10 Acido cafeico (1) 13,20 2,40 | 179,0352 1,2 CoH704 35 134,0373 (100,0); 135,0449 (98,4)
11 Acido hidroxibenzoico (1I) 13,80 - | 137,0243 0,6 C7HsO3 35 93,0346 (100,0); 65,0398 (63,3)
12 Acido siringico-hexosideo (1) 13,60 3,30 | 359,0978 1,6 Ci5H19010 35 59,0141 (100,0); 153,0540 (59,3); 197,0451 (46,9)
13 Acido coumérico-hexosideo (1) 13,80 2,60 | 325,0927 0,7 Ci15H170g 35 119,0502 (100,0); 163,0397 (25,5)
14 Acido vanilico 14,50 2,80 | 167,0349 0,3 CsH704 20 152,0113 (100,0); 108,0211 (68,4)
. 20 121,0293 (100,0); 166,9985 (95,8); 182,0218 (94,9); 123,0087 (93,7); 138,0319 (31,9);
15 Acido siringico 17,80 3,80 | 197,0455 0,3 CoHoOs 153,0558 (19,4)
16 Acido coumérico 19,10 4,10 | 163,0402 -0,9 CoH703 35 119,0502 (100,0); 117,0345 (11,8)
17 (epi)galocatequina- (epi)galocatequina 7,30 1,40 | 609,1250 -0,0 CaoH26014 20 441,0826 (100,0); 609,1259 (71,6); 423,0715 (64,6); 305,0661 (49,3); 483,0906 (11,6)
18 (epi galocatequina- (epi)catequina 11,00 2,60 | 593,1301 -0,1 CaoH26013 20 425,0878 (100,0); 593,1298 (50,4); 289,0714 (34,4); 407,0771 (28,9); 467,0977 (12,5)
20 125,0243 (100,0); 167,0349 (44,1); 219,0662 (34,2); 221,0452 (17,6); 261,0768 (17,1);
19 Galocatequina 11,20 2,40 | 305,0670 -1,0 Ci5H1307 287,0545 (2,8)
20 (Epi)catequina- (Epi)galocatequina 12,70 3,20 | 593,1303 -0,4 CaoH25013 35 305,0666 (100,0); 125,0246 (79,8); 423,0718 (59,4); 137,0244 (26,8); 161,0243 (20,3)
(Epi)galocatequina- (Epi)galocatequina-acido 20 761,1368 (100,0); 423,0733 (38,0); 591,1177 (29,8); 443,1926 (7,4); 169,0152 (7,4); 609,1313
21 gélico 12,80 3,40 | 761,1354 0,7 Ca7H29018 (6,8); 303,0537 (6,7); 457,0758 (6,6)
(Epi)galocatequina- (Epi)catequina-acido 35 177,0190 (100,0); 125,0240 (97,0); 289,0707 (95,0); 407,0761 (43,9); 285,0406 (28,7)
22 galico 13,00 3,50 | 745,1413 0,4 C3z7H20017
(Epi)catequina- (Epi)galocatequina-acido 20 745,1443 (100,0); 575,1195 (48,7); 423,0716 (34,7); 457,0778 (25,8); 169,0150 (20,7);
23 gélico 16,20 4,70 | 745,1409 0,1 Ca7H20017 593,1222 (19,3)
20 305,0668 (100,0); 425,0880 (60,2); 577,1357 (60,0); 289,0718 (41,4); 407,0774 (29,8);
24 (Epi)catequina- (Epi)catequina (1) 16,40 4,50 | 577,1351 -0,4 CaoH25012 451,1035 (23,6); 125,0244 (13,6)
20 289,0715 (100,0); 245,0818 (91,7); 203,0711 (55,5); 125,0244 (42,1); 205,0505 (39,6);
25 Catequina 17,10 4,30 | 289,0720 -0,9 C15H130s 151,0402 (30,6); 221,0818 (30,4)
20 745,1419 (100,0); 577,0990 (24,8); 407,0761 (13,4); 441,0831 (11,3); 559,0909 (9,2);
26 (Epi)galocatequina- (Epi)catequina-galoil 17,10 5,00 | 745,1408 0,2 Ca7H29017 303,0515 (8,5); 169,0141 (7,5)
27 galocatequina-galoil 17,60 4,80 | 457,0775 0,4 C22H17011 20 169,0145 (100,0); 125,0247 (44,2); 161,0245 (7,7);305,0658 (4,6)
a5 305,0662 (100,0); 125,0246 (99,4); 161,0237 (38,0); 287,0546 (35,4); 177,0192 (33,4);
28 (Epi)afzelequina- (Epi)galocatequina-galoil 18,50 5,60 | 729,1462 0,1 Ca7H29016 169,0138 (30,0); 137,0241 (20,9); 423,0710 (19,4)
20 729,1469 (100,0); 730,1506 (39,9); 441,0825 (29,3); 577,0998 (16,7); 407,0763 (13,6);
29 (Epi)catequina- (Epi)catequina-galoil 19,60 6,00 | 729,1479 1,3 Cs7H29016 731,1535 (8,6); 559,0872 (8,0); 289,0712 (7,7)
20 289,0720 (100,0); 561,1407 (21,2); 271,0612 (13,2); 435,1082 (10,2); 407,0774 (6,2);
30 (Epi)afzelequina- (Epi)catequina (1) 20,00 5,70 | 561,1402 -0,9 C3oH25011 425,0873 (4,7)
31 catequina-galato 23,40 7,00 | 441,0828 -0,2 C22H17010 35 169,0141 (100,0); 125,0243 (42,5); 289,0711 (27,0); 245,0811 (14,3)
20 289,0721 (100,0); 425,0886 (87,9); 577,1368 (61,4); 125,0246 (46,2); 407,0781 (39,9);
32 (Epi)catequina- (Epi)catequina (I1) 25,70 7,90 | 577,1346 1,0 CsoH25012 451,1033 (28,4)
35 289,0707 (100,0); 137,0235 (23,1); 245,0808 (19,6); 125,0246 (17,9); 109,0288 (15,5);
33 (Epi)afzelequina- (Epi)catequina (1) 29,50 9,20 | 561,1396 1,2 C30H25011 271,0604 (11,3); 164,0104 (8,6); 151,0401 (7,6); 407,0775 (6,5)
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TABELA 5.5 (Continuacéo)

34 Caempferol-hexosideo-deoxihexosideo 21,90 6,80 | 593,1502 1.6 C27H29015 30 285,0405 (100,0); 447,0930 (49,9); 446,0859 (36,1); 593,1521 (32,4)

35 Caempferol-454* 25,60 7,90 | 739,2085 0.8 Cs3H39010 35 284,0323 (100,0); 227,0347 (88,4); 255,0296 (79,7); 285,0382 (37,4); 739,2078 (19,0)

36 Caempferol-308* (1) 26,80 8,20 | 593,1501 1.8 C27H29015 35 284,0325 (100,0); 227,0350 (40,6); 255,0297 (27,6); 183,0447 (6,0)

37 Caempferol-308* (I1) 27,20 8,40 | 593,1510 0.3 Ca7H29015 35 284,0327 (100,0); 227,0349 (44,8); 285,0385 (39,1); 255,0297 (33,1)

38 Caempferol-deoxihexosideo 29,20 8,80 | 447,0926 1.5 C21H19011 35 284,0323 (100,0); 227,0349 (36,3); 255,0293 (25,3); 151,0033 (1,4);178,9995 (0,8)

39 Caempferol-278* (1) 31,40 9,80 | 563,1403 0.6 C26H27014 35 284,0325 (100,0); 227,0349 (36,1); 255,0296 (24,9); 563,1396 (7,7)

B8 - Juglanina (caempferol 3-O-0— 35 227,0351 (100,0); 255,0300 (95,5); 284,032 (13,9); 285,0394 (7,4)

40 arabinofuranosideo) 32,00 9,80 | 417,0823 1.1 C20H17010

41 Caempferol-200* 32,10 10,00 | 485,0693 1.6 C18H17N2014 35 284,0318 (100,0); 285,0392 (64,2); 227,0355 (47,6); 255,0300 (29,5)

42 Caempferol-278* (II) 33,00 10,50 | 563,1408 -0.4 C26H27014 35 284,0322 (100,0); 227,0344 (31,8); 285,0367 (22,4); 255,0287 (20,8)

43 Caempferol-214* 33,60 10,80 | 499,0861 4.2 C24H19012 35 285,0392 (100,0); 284,0323 (71,0); 227,0352 (33,3); 255,0284 (31,7)

44 Caempferol-182* 33,70 - | 467,0743 -2.3 C22H15N2010 35 285,0395 (100,0); 227,0342 (40,7); 431,0960 (34,4); 255,0278 (30,6)

45 B9 - Afzelina (caempferol-3-O-a--ramnosideo) 33,80 10,60 | 431,0988 1.1 C21H19010 35 255,0303 (100,0); 227,0353 (95,5); 284,0331 (22,7); 285,0399 (15,5)

46 Miricetina-455* 20,60 - | 771,1987 0.2 Ca3H39021 35 316,0234 (100,0); 271,0233 (43,2); 259,0244 (27,4); 287,0189 (26,0)

47 Miricetina -hexosideo 22,70 - | 479,0828 0.6 C21H19013 35 316,0214 (100,0); 317,0258 (22,3); 271,0240 (7,0); 287,0170 (5,1)

48 Miricetina-pentosideo (I) 23,60 - | 449,0727 -0.3 Ca0H17012 35 | 316,0221 (100,0); 317,0285 (15,9); 271,0221 (7,0); 269,0442 (5,9); 178,9991 (4,9); 287,0198 (4,2)

49 Miricetina -279* 23,70 7,00 | 595,1301 0.6 CosH27016 35 | 316,0221 (100,0); 317,0260 (15,3); 271,0244 (12,4); 259,0245 (10,2); 287,0190 (9,0)
35 316,0215 (100,0); 317,0271 (42,3); 449,0690 (21,6); 359,1493 (14,9); 271,0227 (13,4); 287,0216

50 Miricetina-202* 24,10 7,00 | 517,0598 4.9 C23H17014 (12,4)

51 Miricetina-pentosideo (II) 24,20 6,90 | 449,0726 -0.1 C20H17012 35 316,0225 (100,0); 317,0278 (28,1); 271,0244 (7,7); 287,0198 (4,3)

52 Miricetina -309* 24,70 6,60 | 625,1413 -0.4 Ca7H29017 35 316,0217 (100,0); 317,0264 (34,4); 287,0201 (21,0); 271,0246 (20,1); 625,1409 (18,2)

53 Miricetina -133* 24,70 - | 447,1291 1.2 C22H23010 35 316,0218 (100,0); 317,0252 (13,7); 271,0245 (11,8); 287,0196 (10,9)

54 B4 — Miricitrina 25 7,3 | 463,0874 1.6 C21H19012 35 316,0224 (100,0); 317,0279 (35,4); 271,0242 (7,5); 287,0194 (4,2)

55 Miricetina -279* 25,50 7,60 | 595,1288 2.8 C26H27016 35 316,0218 (100,0); 317,0252 (13,7); 271,0245 (11,8); 287,0196 (10,9)

56 Miricetina-pentosideo (l11) 26,40 - | 449,0722 0.8 C20H17012 35 316,0218 (100,0); 317,0258 (18,0); 271,0233 (5,9); 287,0175 (3,4)

57 Miricetina-175* 27,00 - | 491,0828 0.7 C22H19013 35 | 316,0221 (100,0); 317,0277 (28,5); 271,0237 (16,4); 287,0193 (12,8)

58 Miricetina-217* 37,10 - | 533,0927 1.9 C24H21014 35 316,0221 (100,0); 317,0248 (15,4); 287,0189 (10,1); 271,0237 (9,0)

59 Quercetina-455* 23,10 7,10 | 755,2045 -0.6 Ca3H39020 35 300,0272 (100,0); 271,0243 (73,7); 255,0289 (25,3); 243,0293 (24,6)

60 Quercetina-309 (1)* 24,00 7,80 | 609,1456 0.8 C27H29016 35 300,0265 (100,0); 271,0243 (31,5); 243,0297 (16,9); 255,0288 (10,4)

61 Quercetina-309 (I1)* 26,30 8,00 | 609,1449 2.0 C27H29016 35 300,0269 (100,0); 271,0241 (46,4); 243,0282 (24,2); 609,1450 (22,2); 255,0281 (16,4)

62 Quercetina-279 (1)* 27,90 8,60 | 579,1346 1.6 Ca26H27015 35 300,0280 (100,0); 271,0248 (26,0); 255,0298 (9,6); 579,1366 (8,4)

B6 — Avicularina - Quercetina-3-O- 35 300,0278 (100,0); 271,0248 (16,1); 255,0296 (8,0); 243,0299 (4,7); 151,0036 (4,2)

63 arabinofuranosideo 28,30 8,40 | 433,0784 -1.8 C20H17011

64 Quercetina-196* 28,30 - | 496,0733 1.0 C21H14Ns010 35 300,0268 (100,0); 301,0336 (88,4); 271,0236 (23,0); 243,0287 (19,2); 433,0761 (16,2)
35 300,0271 (100,0); 301,0328 (89,2); 302,0378 (24,2); 271,0247 (23,0); 243,0272 (19,3); 433,0728

65 Quecetina-201* 28,60 8,70 | 501,0640 -1.1 C18H17N2015 (18,3); 227,0334 (8,8); 255,0274 (7,1)
35 300,0268 (100,0); 271,0242 (21,5); 301,0308 (19,6); 243,0295 (16,2); 255,0291 (8,6); 579,1343

66 Quercetina-279 (11)* 29,00 - | 579,1343 21 C26H27015 (5,6); 227,0340 (4,3)

67 Quercetina-210* 29,70 - | 510,0881 15 C21H20NO14 35 300,0259 (100,0); 301,0337 (74,6); 447,0928 (33,1); 271,0242 (23,9); 243,0291 (16,0)

68 B7 - Quercitrina - Quercetina-3-O-raminosideo 29,90 9,10 | 447,0935 -0.4 C21H19011 35 300,0273 (100,0); 301,0341 (64,5); 271,0244 (12,6); 255,0294 (6,5)

69 Quercetina-pentosideo 30,00 - | 433,0773 0.8 C20H17011 35 300,0267 (100,0); 301,0329 (20,7); 253,0500 (15,1); 271,0236 (13,4)

70 Quercetina-desoxyhexosideo-68 30,00 9,10 | 515,0807 4.7 C24H19013 35 301,0330 (100,0); 300,0265 (75,9); 271,0245 (24,3); 447,0922 (17,7)

71 Quercetina-175* 34,20 10,70 | 475,0876 1.4 C22H19012 35 300,0271 (100,0); 301,0302 (15,8);271,0240 (11,6); 243,0299 (5,0)

72 Quercetina-217* 42,20 - | 517,0969 3.6 C24H21013 35 300,0261 (100,0); 301,0297 (17,7); 271,0249 (16,2); 243,0303 (10,5); 255,0281 (6,6)

73 metilguercetina-hexosideo 30,90 9,50 | 477,1040 -0.3 C22H21012 35 299,0188 (100,0); 315,0502 (56,3); 300,0234 (25,1); 462,0793 (24,3); 271,0242 (19,2)

74 Metilquercetina 38,50 12,20 | 315,0503 2.2 C16H1107 35 271,0241 (100,0); 300,0270 (39,8); 255,0292 (38,5); 243,0287 (24,7)

75 B12 - Bauhiniastatina 2 45,50 14,60 | 299,0919 2.0 C17H1505 35 225,0556 (100,0); 197,0605 (83,1); 241,0505 (75,3); 210,0320 (36,1); 196,0525 (27,2)
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5.3.1- Acidos fendlicos e derivados (1-16)2

Os picos cromatograficos 8, 12 e 15 foram identificados como acido
siringicos e acido siringico-hexosideo (I) e (II) com ion molecular desprotonado ([M-
H]) 359,0984, 359,0978 e 197,0455, respectivamente. O MS? de 8 e 12 possui 0 ion
produto com m/z 197 e padréo de fragmentacéo de acido siringico 1*° com a perda de
dois radicais metila (*CH3) e perda da massa exata 162,053 caracteristicas de
hexosideos. Adicionalmente, esses compostos ja foram descritos em outra espécie
de Bauhinia ?°,

Os picos 5 e 6 foram caracterizados como isdbmeros de &cido
dihidroxibenzoico por terem a mesma massa exata, diferentes tempos de retencao
(5,6 e 6,2 minutos respectivamente) e padréo de fragmentacdo com m/z 108,0215 [M-
H-45-H] (perda de HCO: ) e 109 [M-H-44] (perda de CO3), dependendo da energia
de colisdo, caracteristica do &cido dihidroxibenzoicos e de isbmeros como acido
gentisico e acidos protocatecuicos ambos j& anteriormente relatados para o género
Bauhinia 122122, Os compostos 3 e 4 apresentou o ion molecular desprotonado 153,
0189, 152,0114 e perda de hexosideo [M-H-162,053], sendo caracterizados como
acido dihidroxibenzoico-hexosideo (1) e (l1).

Os isbmeros do &cido hidroxibenzoico (7, 11) sdo encontrados em
diferentes géneros de Bauhinia 1?3124, e em nossa condicdo de andlise, o tempo de
retencdo foi de 9,4 e 13,2 minutos, respectivamente. Estes compostos foram
caracterizados devido a presenca do ion fragmento m/z 93,034 125 originado pela
perda de dioxido de carbono [M-H-44]. Além disso, o0 composto 9 apresentou 0 ion
molecular desprotonado m/z 299,0771 (Ci3His0s) com os ions fragmentos m/z
137,0243 e 93,0343 caracteristicos do acido hidroxibenzoico com a perda de
hexosideo.

A perda de CO2 [M-H-44] também foi observada no acido galico (2) com
fon [M-H] m/z 169,014 26, 4cido cafeico (10) m/z 179,035%, &cido vanilico (14) m/z
167,0333 1?8, acido cumarico (16) m/z 163,040 2%, Acido galico-hexosideo (1) m/z
331,067 e cumarico-hexosideo (13) m/z 325,093 com perda de hexosideo tipica
162,053. Estes compostos também ja foram descritos em Bauhinia ssp 40120130 Desta

maneira, foram identificados 16 acidos fendlicos e derivados.

@ Espectros nas paginas 99 a 106.
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5.3.2 - Flavan-3-ols e Protoantocianidinas (17-33)°

Proantocianidinas ou oligbmeros de protoantocianidinas (PAs), FIGURA 5.8,
sdo compostos fendlicos construidos a partir de mondémeros de flavan-3-ols
afzelequina, catequina, galocatequina e seus epimeros. Os oligbmeros de
protoantocianidinas podem ser dimeros, trimeros até heptameros e sao geralmente
referidos como oligomeros (n) 2~7, enquanto as cadeias maiores sdo geralmente
referidas como poliméricas ou taninos (n) 8~24. Estas unidades podem ser
esterificadas com acido galico para formar O-galatos. PAs tipo B sdo oligbmeros e
polimeros de flavan-3-ol ligados principalmente através de ligacdes C4->8 ou as vezes
C4->6. Quando uma ligacéo éter adicional é formada entre C2->7, 0s compostos sao
chamados PAs tipo A. Esta subclasse de compostos tem dois hidrogénios a menos
gue os PAs do tipo B e pode ser prontamente reconhecida pelos seus ions com
diferenca de massa de 2 Da 132,

Os monomeros de flavan-3-ols, galocatequina e catequina (19 e 25) foram
identificados pela comparacéo dos ions obtidos no modo de ionizagdo negativo com
espectros e fragmentos caracteristicos ja relatados na literatura 5132133 O composto
25 catequina [M-H] m/z 289,0720 apresentou os fragmentos m/z 245,0818 [M-H-COz]
devido a perda de CO2, m/z 203,0711, 205,0505 e 151,0402 (proveniente da
fragmentacdo Retro-Diels-Alder). A galocatequina (19) com ion pseudomolecular [M-
H]- m/z 305,0670 e ions fragmentos MS? com m/z 261,0768 [M-H-CO2],, 221,0452,
219,0662 e 167,0349 (originado da fragmentacdo Retro-Diels-Alder). Para ambos o0s
compostos (catequina e galocatequina) foi verificado o fragmento m/z 125,024
formado da fragmentacédo do anel heterociclico B ou C, e perda de floroglucinol 34135,

b Espectros nas paginas 109 a 115.
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FIGURA 5.8— Exemplos de protoantocianidinas, epimeros e dimeros adaptado de Li et. al. 2007 3L,

A identificacdo dos dimeros de proantocianidinas foram baseadas no
padrdo de fragmentacdo’®'3! como ilustrado na FIGURA 5.9. Por exemplo,
(epi)catequina-(epi)catequina | e Il, 24 e 32, (proantocianidina tipo B) exibiu o ion
molecular desprotonado com m/z 577,1365 e ions fragmentos em 20eV m/z 425
provenientes de clivagem pelo o mecanismo de fragmentacao por retencao de carga
(CRF) por retro-Diels-Alder (RDA), m/z 451 e 289 obtidos por fragmentacdo por
migracdo de carga CMF via ¢-eliminacdo indicando unidade de ligacdo carbono-
carbono e (epi)catequina, respectivamente. Além disso, a perda de 170 (acido galico)
foi observada nos compostos 21 a 23. Os PAs existem em uma ampla gama de
produtos derivados de plantas, e esses compostos possuem potenciais beneficios
para a saude, como resultado de suas acfes antioxidantes, anticarcinogénicas e anti-

inflamatdrias36.137,
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FIGURA 5.9 - Mecanismo de fragmentagdo no modo negativo (QqTOF) dos dimeros de proantocianidinas 78131138,
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5.3.3 - Flavonoides, derivados e Bauhiniastatina 2 (34-75)°

Os flavonoides possuem uma estrutura central de fenilbenzopirano
(CeC3Cs) de trés anéis e suas principais subclasses séo chalcona, flavona, isoflavona,
flavonona e flavonol. As modifica¢cdes usuais da estrutura basica do ndcleo incluem
hidroxilagéo e/ou metilagdo nas posi¢des C-3, C-5, C-7, C-3’, C-4’ e/ou C-5'. Embora
0s padrdes de fragmentacédo por MS possam variar com a instrumentacao utilizada,
diferentes autores relataram que os principais caminhos de fragmentacdo dos
flavonoides sdo aparentemente independentes dos tipos de analisadores aplicados
(QQQ, IT ou QqTOF) e diferencas significativas podem ser observadas em relacédo a
abundancia relativa dos ions fragmentos quando diferentes instrumentacdes sao
utilizadas. Os modelos baseados na deteccdo da presenca ou auséncia de ions
fragmentos distintos sdo preferidos aos que dependem apenas das alteracfes de
intensidade relativas observadas para os compostos isoméricos 3%-142,

Assim, a identificacéo de agliconas O-glicosiladas (FIGURA 5.10) foram
baseadas na fragmentacao do radical [Yo] = e/ou dos ions moleculares desprotonados
[Yo] das agliconas no modo negativo de ioniza¢do. Os fragmentos com m/z 284,0326,
300,0276, 315,0505, 316,0225 foram caracterizados como radical dos ions
moleculares desprotonados [Yo]" das agliconas caempferol, quercetina,
metilquercetina e miricetina, respectivamente.

A aglicona metilquercetina foi inferida pela perda dos radicais metila (¢
CHs) com a diferenca de 15,027Da (315,0502->300,0270). Os ions produtos com m/z
255,0301 [Yo-CO-H] e 227,0352 [Y0-C202-H] levou a confirmar o flavonol caempferol.
E foi possivel observar a presenca dos fragmentos [Yo-CO-2H] e [Yo-CO2-2H]
caracteristicos de quercetina, miricetina e metilquercetina. Adicionalmente, as
agliconas foram confirmadas por experimentos MS? com mudanca na energia de
colisdo, onde foi possivel verificar os ions fragmentos m/z 178,9989 e 137,0244 ou
121,0296 de miricetina e quercetina respectivamente, provenientes da reacédo de
fragmentacdo retrociclica de 3Ao e 2?Ac, e o ion 151,0036 da eliminacdo do
monoxido de carbono 8139140,

O mecanismo de fragmentacdo dos flavonoides O-derivados
(glicosilados ou com outras perdas) utilizados para esta caracterizacédo é mostrado na

(FIGURA 5.10) 813 e este envolveu a transferéncia de prétons do aclcar para o

¢ Espectros nas paginas 116 a 135.
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oxigénio glicosidico e clivagem heterolitica da ligacdo glicosidica hemiacetal ou
clivagem homolitica por fragmentacdo de retencdo de carga (CRF) através da
fragmentacdo radicalar. Assim, as perdas de um, dois ou trés hexosideo (162), 146
(deoxihexosideo) ou 132 (pentosideo) foram utilizadas para identificar os flavonoides
O-glicosilados 143, adicionalmente houveram perdas que ndo puderam ser
identificadas, de todo modo a massa exata foi usada para atribuir a formula molecular,
e o0 padréo de fragmentacao de [Yo]"a aglicona. Para estes compostos a nomenclatura
dada foi da aglicona mais nimeros ap6s as agliconas referindo-se a diferenca do
radical [Yo]" (ou ion molecular desprotonado da aglicona [Yo]) e a massa exata do ion

desprotonado do composto [M-H]-.

5.3.4 - ldentificagao de compostos usando LC-SPE/NMR

Nas condi¢Bes cromatograficas, ilustradas na FIGURA 5.7 e apéndice
secao 8.3 (cromatograma de trapeamento no comprimento de onda 203 e 230 nm),
vinte (20) fracdes foram trapeadas por SPE das quais seis (6) compostos (40, 45, 54,
63, 68 e 75) foram identificados e os valores dos deslocamentos quimicos,
multiplicidade de sinais e constante de acoplamento do experimento de *H NMR e
HSQC sao apresentados na TABELA 5.6. Dos seis compostos caracterizados quatro
sdo inéditos para esta espécie: miricitrina (54), juglanina (40), afzelina (45) e
bahiniastatina 2 (75). Os espectros obtidos de 'H-NMR, HSQC e HMBC estdo no
apéndice secao 8.3.

O composto 54 com tempo de retencdo de 25 minutos e formula molecular do
ion desprotonado igual a C21H20012, apresentou por NMR os deslocamentos quimicos
caracteristicos do hidrogénio aromatico de 6,07, 6,19 e 6,91 Hz. Os dois primeiros
sinais sao caracteristicos de flavonoides hidroxilados di-substituido nas posicdes 6 e
8 do anel A e o Ultimo sinal é caracteristico das posi¢des 2 'e 6' do anel B tri substituido
evidenciando a mirecitrina como aglicona. A atribuicdo feita para miricetina
ramnosideo foi baseada no espectro de hidrogénio e experimentos de HSQC que
mostraram um dubleto &4 = 0,94 ppm (3H, d, J = 6,0 Hz) e o sinal em &¢c = 18,7 (C-
6"), tipico do grupo metila da ramnose. Adicionalmente, 0s espectros apresentaram
0s sinais relacionados com o hidrogénio do carbono anomérico em 61 5.28 e d¢c 104.1

ppm (C-1"), respectivamente. A presenca do singleto largo sugeriu que a ramnose é
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ligada a aglicona com uma ligacao tipo a. A comparacéao dos resultados com os dados

da literatura caracterizou o composto 54 como miricetina 3-O-a-ramnosideo 44,
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FIGURA 5.10 - Mecanismo de fragmentagdo no modo negativo (QqTOF) flavonoide O-mono/di ou tri-glicosilado (derivado) 78139140,
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O composto 63 (C20H18011) apresentou deslocamentos quimicos
caracteristicos de hidrogénios aromaticos em 6,06, 6,20, 7,48, 7,45 e 6,86 ppm.
Os dois primeiros sinais sdo caracteristicos de flavonoides hidroxilados
dissubstituidos nas posi¢cdes 6 e 8 do anel A, enquanto os sinais em 7,48, 6,86
e 7,45 sdo caracteristicos de 2 ', 5' e 6' de anel B dissubstituido, respectivamente,
0 que evidéncia a aglicona quercetina. Os espectros de NMR 'H, 3C e HSQC
revelaram um conjunto de sinais caracteristicos de um derivado
arabinofuranosidico da quercetina, cujos sinais relativos ao hidrogénio e carbono
anomérico foram observados em &n 5,39 sbr e 6c 110,1 ppm (C-1Y),
respectivamente. Por sua vez, a presenca do singleto largo de hidrogénio
anomeérico sugere uma configuragdo a para a arabinose. Desta forma, este
composto foi caracterizado como quercetina 3-a-O-arabinofuranosideo

(avicularina) ja relatada para B. longifolia 37.

TABELA 5.6 - Deslocamentos quimicos, multiplicidades de sinais e constantes de acoplamento dos espectros de
H NMR e HSQC dos flavonoides O-glicosilados identificados.

54 63 68 40 45

C/H lH 13C 1H 13C lH 13C lH 13C lH 13C
6 6,07 (s br) - 6,06 (5) —  613(d;16) 1021  611(s) —  615(d;2) 101,9
8 6,19 (s br) - 6,20 (s) - 6,29(d;1,8) 964 6,28 (s) - 6,31 (d; 2) 96,5
> 6,91 (s) 1108  748(d21) 1167  7,31(d;2) 1169 7.93(d:88) 1325 7,74 (d;8,7) 132,6
3 . ] 6,0(d; 88 1174 692 (d:8,7) 1175
5 . 686(d85 1167 689(d;83) 1165 69(d:88) 1174  692(d;87) 117,5
& 6,91 (s) 110,9 72‘15 é‘,jg); 123,0 72218 éf’Sd): 1229  7,93(d:88) 1325 7,74(d;87) 132,6
17 528(sbr) 1041  539(sb) 1101 533(d;14) 1037 539(sb) 1101 536 (d; 1,7) 104,3
27 421 (sbr) 72,7 43(sbry 841 2 (gg) Lh gp3 433 i‘;d; 3 g39 1‘,1%25(;) éfjgé) 72,9
3 378 é"jf); 32 72,6 39(sbr) 797 2734 éf’f); 72,2 3';3;(‘51)0'; 79,3 ;’ﬁ? éfj,fé) 72,3
o 3,35 (m) 741 39(shr) 889  330(m) 734  382(m) 888 3,3 (m) 734
5 3,5m 3,5 (m) 62,9 3,5 (m) 72,2 3;17 fg); 632 3,3 (m) 72.3
6 0'94%‘;:6'1 18,7 —  093(d:63) 17,7 - J:%%%?_'Z) 18,3

*H m* (8 in ppm; J in Hz), m*=multiplicidade (s= singleto, s br= singleto largo, d=doubleto, t= tripleto, dd= duplo dubleto, m=muiltiplicidade); *C (&
em ppm).

O Composto 68 (C21H20011) apresentou deslocamentos quimicos
caracteristicos dos hidrogénios aromaticos de 6,13, 6,29, 7,31, 6,89 e 7,28 ppm.
Os dois primeiros sinais sdo caracteristicos de flavonoides hidroxilados
dissubstituidos nas posicdes 6 e 8 do anel A enquanto os sinais 7,31, 6,89 e 7,28

sao caracteristicos de 2', 5' e 6' do anel B dissubstituido, respectivamente, o que
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caracteriza a quercetina. Os espectros de hidrogénio e HSQC mostraram ser
uma quercetina ramnosideo, dado o dubleto em &+ 0,93 ppm (3H, d, J = 6,3 Hz)
e o sinal a dc 17,7 (C-6"), tipico do grupo metila da ramnose. Adicionalmente, 0s
espectros mostraram 0s sinais relacionados ao hidrogénio e ao carbono
anomérico em 0x 5,33 e &¢c 103,7 ppm (C-1"), respectivamente. A presenca do
um singleto largo sugere que a ramnose esta ligada a aglicona com uma ligacao
do tipo a, de modo que foi possivel identifica-lo como quercetina 3-a-O-
ramnosideo (quercitrina) previamente registrada para esta espécie 7.

O composto 40 (Cz0Hi18010) apresentou os deslocamentos
guimicos caracteristicos do hidrogénio aromatico de 6,11, 6,28, 7,93 e 6,9, e 0s
sinais caracteristicos (6,11, 6,28) dos flavonoides hidroxilados dissubstituidos
nas posicdes 6 e 8 do anel A, além dos sinais do anel B monossubstituido (7,93
para o carbono 2' e 6' e 0 6,9 para 3' e 5') tipicos da aglicona caempferol. Os
espectros de NMR de 'H, 3C e HSQC revelaram um conjunto de sinais
caracteristicos de um derivado arabinofuranosidico de caempferol, cujos sinais
relativos a hidrogénio e carbono anomérico foram observados em &1 5,39 sbr e
Oc 110,1 ppm (C-1'), respectivamente. Por sua vez, a presenca do singleto largo
de hidrogénio anomérico sugere uma configuragao a para a arabinose. Os dados
obtidos e a comparacédo com os dados da literatura caracterizou o composto 40
como juglanina (caempferol-3-O-a-L- arabinofuranosideo) 14°.

O composto 45 (C21H20010), apresentou os sinais caracteristicos da
da aglicona caempferol. Os espectros de hidrogénio e HSQC mostraram um
dubleto em &1 0,91 ppm (3H, d, J =5,57 Hz) e um sinal em &c 18,3 (C-6 "), tipico
do grupo metila da ramnose indicando um caempferol ramnosideo.
Adicionalmente, os espectros de hidrogénio e carbono mostraram o0s sinais
relacionados ao hidrogénio e carbono anomeérico em o1 5,36 € dc 104,3 ppm (C-
1"), respectivamente. A presenca do um singleto largo sugere que a ramnose
esta ligada a aglicona com uma ligagao do tipo a, de modo que foi possivel
caracteriza-lo como afzelina (caempferol-3-a-L-ramnosideo) 6.

O espectro de hidrogénio para o composto 75 (Ci7H1605)
evidenciou o anel aroméatico da estrutura apresentado na FIGURA 5,11 através
dos deslocamentos quimicos (6,86, 7,06 e 6,59 ppm), multiplicidade e constante
de acoplamento caracteristicos dos hidrogénios 2, 3 e 4. Ademais, 0s
experimentos de COSY mostrou a correlagdo do hidrogénio 3 com os
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hidrogénios das posicées 2 e 4. Para o anel central, os hidrogénios referentes
as posicoes 10 e 11 mostrou constante de acoplamento alta (11,6Hz)
caracteristica de hidrogénios vinilicos. As duas metoxilas, a hidroxila e metila
foram verificadas pelos sinais de 'H NMR. A correlacdo do carbono a uma
ligacéo (*1J-HSQC) e HMBC confirmam a posicdo de cada substituinte no anel e,
assim foi caracterizado o composto como bauhiniastatina 2. Pettit et. al. (2006)
relatou a presenca de bauhiniastatina 2 em B. purpurea com atividade de inibicao

de crescimento significativa contra de linhas celulares de cancer humano!#’.

FIGURA 5.11 - Estrutura e dados de NMR da Bauhiniastatina 2 (75)

;
HO /_\ o/ﬁr 1H 13C
m* (& in ppm; J in Hz) (8in ppm)
2 6,86 (dd; 8,0; 1,0) 1142
3 7,06 (t; 8,0) 131,5
4 6,59 (dd; 8,0; 1,0) 113,6
10 6,95 (d; 11,6) 126,5
11 6,83 (d: 11,6) 125,3
CHs-7 2,13 (s) 9,6
"o OCH3-8 3,75 (s) 61,8
OCHs-9 3,73 (s) 62,5

* multiplicidade (s = singleto, d = dubleto, t = tripleto, dd = duplo dubleto)

5.4 - Diferenciacdo quimica utilizando ferramentas

guimiométricas

5.4.1 - Estudo das caracteristicas moleculares

Para a caracterizacdo dos compostos que diferenciam as 4
espécies de Bauhinia por LC-HRMS, inicialmente realizou-se a organizacao dos
dados em matriz numeérica para posterior analises por HCA e PCA. Utilizando o
software Profile analysis®, foi possivel calcular os “buckets” (caracteristicas
moleculares - CM) que séo valores numeéricos obtidos a partir do resultado do
agrupamento dos ions por tempo de retencdo (tr) e distancia dos isétopos,
unificando m/z distintos de um mesmo ion (ions com carga diferentes, adutos ou
clusteres) %, Adicionalmente, as intensidades foram normalizadas pela soma
dos valores dos “buckets” e estes foram tabelados. Foram calculados 220

“buckets” com os parametros da TABELA 5.7. Destes, cento e vinte trés (123)
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foram fragmentados nos experimentos de autoMS e/ou experimentos com

mudanca de energia de colisao.

TABELA 5.7 - Parametros para célculos das caracteristicas moleculares, analise hierarquica de
grupos (HCA) e analise de componentes principais (PCA)

Tratamento Parametro Valor Limiar
Relacéo sinal/ruido 15
(S/N)
Limiar de Coeficiente de 07
correlagéo ’
Largura minima do sinal 15
. de MS*
Por analise Advanced bucket 0,4 min e ImDa
(amostras) e o .
calculo dos Normallza(;ao Soma dos valores dos buckets nas an_a_llses
buckets Filtro de bucket >=6 buckets dentro do grupo Bauhinia

Substituir valores perdidos dos buckets nos
célculos pelas médias do grupo Bauhinia
Smothing width 7
[M-H]'; [M+HCOOH-H]; [M+CH3COOH-H];
Adutos e clusteres [2M-HT; [2ZM+HCOOH-HJ; [2M+CH3COOH-H]

;[3M-HT.
Variaveis .
(buckets) PCA e HCA Variance
Célculo de
componentes Gréfico de %variancia explicada
principais

Assim, todos os ions fragmentos foram estudados objetivando
identificar o maior nUmero de compostos nas quatro espécies de Bauhinia. Esta
caracterizagao foi realizada considerando os compostos identificados em B.
longifolia e espectros (adquiridos em equipamentos com fontes de ESI e
analisador com cameras de coliséo tipo CID) presentes em bases de dados
(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/; http://www.massbank.jp/; https://msbi.ipb-
halle.de/; https://metlin.scripps.edu). Todos os compostos identificados foram
consultados na base de dados HMDB (http://www.hmdb.ca/), afim de saber se
0S mesmos estavam presentes no reino das plantas e/ou na familia das espécies
de Bauhinia, Fabaceae. Adicionalmente, os compostos foram inferidos excluindo
aqueles que eram fragmentos dos ions precursores no mesmo tempo de
retencdo. Foram identificados mais 24 compostos e estes estdo listados na
ordem numeérica na TABELA 5.8 de acordo com os tempos de retencéo e seréo
discutidos nas proximas secdes. Isbmeros com a mesma massa exata, padréo

de fragmentacao e diferentes tempos de retencéo foram nomeados igualmente
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e adicionados os nimeros |, Il e lll. Os espectros (MS?) estdo no apéndice sec¢do
8.2.

5.4.1.1 - Acido quinico e derivados (76, 83, 86)¢

O acido quinico (76) foi deferenciado pela massa exata (191,0555)
gue conferiu-lhe a formula molecular do ion desprotonado C7H1106com 3,2 ppm
de erro e presenca dos ions fragmentos m/z 173,0457 (perda de agua) e m/z
127,0400 (perda de CO2) 49, Derivados do &cido quinico também foram
identificados, sendo eles: acido clorogénico (83) e acido quinico-cumaroil (86)
com férmulas moleculares dos ions desprotonados CisHi1709 € Ci6H170s8 €
possivelmente, devido a fragmentacao por CRF via RHR foi observado a perda
neutra de 162,0296 proveniente da parte correspondente da molécula ao acido
cafeico e 146,0355 do acido cumarico para (83) e (86), respectivamente.
Adicionalmente, o &cido clorogénico apresentou o ion 191,0568 relativos ao
acido quinico e o acido quinico-cumaroil apresentou os ions 163,0403 e

119,0503 devido a fragmentacao do acido cumarico.

5.4.1.2 - Dissacarideo (77)¢

O dissacarideo hexose-hexose (77 - maltose, trealose ou outros
isdmeros) foi identificado devido a fragmentacéo do ion molecular desprotonado
[M-H] com m/z 341,1077 (Ci2H21011) que produziu fragmentos com m/z
179,0564 (monossacarideo desprotonado) e m/z 161,0453, devido a perda
neutra de uma molécula do monossacarideo, adicionalmente o espectro desse

dissacarideo foi comparado com a literatura 159151,

5.4.1.3 - Acidos benzoicos (3, 78 e 84)'

Devido ao padréo de fragmentacdo com perda de HCO2 e CO: as
substancias 3, 78 e 84 foram caracterizadas como derivados dos acidos
benzoicos como A&cido protocatecuico-hexosideo(1)1°>1%3 | Acido vanilico-

160128154 e Acido hidroxibenzoico (lll). O acido vanilico-160'2815* apresentou

d Espectros na pagina 106.
€ Espectros na pagina 107.
f Espectros nas paginas 100, 101 e 105.
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perda neutra de 160 e perda de metila (15,0237). Adicionalmente, estes acidos

ja foram relatados para género Bauhinia 12122,

TABELA 5.8 - Dados de LC-HRMS dos buckets inferidos de B. forficata, B. variegata, B. longifolia e B affinis.

Pico Composto CE
. m/z Exp Erro FM o
tr (Min) [M-H] (ppm) [M-H] - lon Fragmento (%)
76 acido quinico 0.42 11,0555 3.2 CoH1106 20 191,0563 (100,0); 1(227,7(;4221(76221;41(723,3(;457 (3,8); 171,0295
77 hexose-hexose 0.45 341,1077 3.8 CisHnOn 20 179,0564 {613200?1)533?41214(;8?. 1(24692321;11?41605564 (47,8);
3 acido protocatecuico-hexosideo (1) 0.49 315,0727 18 C13H1506 30 152,0116 (110%0002)8%3230623)143%00?2;5(22)184 (34,1);
78 acido vanilico-160 1,23 327,1089 10 CisH160s 30 16703521(:2Lg002é01(0784012)1?5(3602_)51(5421%15 (79,8);
79 (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenal 134 147,0448 04 CoH0» 20 147,0433l(;godg)z;sl(oa%032)9(21(;11623;51(4367,01?;59 (39,6);
80 (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenal-44 147,0434 (100,0); 119,0487 (23,3); 191,0324 (20,9);
1,34 191,0347 0,3 C10H704 10 193,0484 (19,3); 129,0330 (17,3); 149,0588 (15,3);
105,0331 (11,6); 148,0480 (9,9)
81 Acido metoxicinamico o,m ou p 161 177,0556 01 C10HsOs 10 177,0535 (11??4000&;3238;34113(17348531 1([7182,;)567 (8,9);
82 acido cafeico (I1)-(&cido di- 135,0451 (100,0); 134,0371 (12,1); 136,0484 (8,5);
hidroxicindmico) 1,73 179,0353 -1,6 CoH704 20 133,0295 (6,3); 179,0358 (3,6); 105,0341 (3,2); 107,0499
(1.3)
83 acido clorogénico 1,86 353,0865 37 Ca6H1700 40 191,0569 (100,0); 1(3356(;4?-3;70‘3;)581(9324(;605 (7,2); 127,0404
84 acido hidroxibenzoico (lIl) 2,00 137,0239 05 CH:Os 30 136,0148 830830?241(222)201()()%882{261(?;2)222 (39,1);
13 cumaroil-hexosideo 271 325,0922 21 CusH170s 20 163,0405 (112000005)3é.]£g)50116(522485)9:t61340;)436 (8,5);
85 (Epi)afzalequina (2-->7,4-->8)- 303,0508 (100,0); 439,0663 (54,2); 285,0396 (29,3);
(Epi)galocatequina 313 575,1189 10 CaoH23012 20 575,1193 (25,8); 245,0085 (16,9); 440,0691 (14,5)
86 acido quinico-cumaroil 3.26 337,0021 25 Ci6H170s 30 191,0566 (111%0005)031??102)03153128055)937(2g;m (12,0);
87 Diidroxicumarina 35 177,011 03 CoHsO4 30 13302781%2002))301(7475%1)7?2(?&)22351&95052)31 (54,7);
88 cumaroil-hexosideo () 3.08 325,0023 06 CisH170s 20 119,0487 (100,0); 1(2315)3:32235(888{361(:2302;)51 (5,4); 327,0480
89 cumaroil-186 417 349,1862 06 C16H2908 20 163,0380 (314070101)35152210;)951(62490122;1(28;186 (23,7);
25 catequina 123,0454 (100,0); 109,0294 (75,4); 151,0402 (48,3);
4.26 289,0717 03 CisH130s 30 125,0247 (45,7); 203,0718 (44,1); 221,0826 (39,5)
90 catequina-deoxihexosideo 6,01 435,224 0,9 CaoHss010 20 125,0245 1%200%92?6%1 077)13 Eg42 %14(36&'; ’212)39 (68,4);
34 caempferol-hexose-deoxihexose 6,68 593,1503 15 CarHoeOrs 30 285,0406 5(32012)144(1122(219;13 ?EAlISO 21)2);74?163;,05?54 (41,3);
. g o5 | woorzs | o1 | comon | w0 | SoumoUsey ZResEd ez e
31 catequina-galato 7.05 441,0817 24 CasH17010 30 169,0142 (2251050008)15?2502)171(74310027325%244 (27,5);
54 miricitrina 727 463,0877 1.0 CatH1e01 50 271,0249 2(:7L§))00(1J)713(1262022)22 5(8%221;92(8271,’01:;99 (64,6);
91 miricetina-215 7.27 531,0747 47 CatHi1506 50 316,0224 (;ggg)l9%1(77%2)727((2)702)702(7418(;242 (15,9);
32 (Epi)catequina- (Epi)catequina (I1) 8 5771342 17 CaoHosOr2 20 28907211(;20022164(245602?8?10(37033)315(737919?;68 (61,4);
92 NCGC00384841 8.1 5392138 08 CasHasO1a 30 491,19241(32)?62)5;61(625]1%5)?2}3%;.)9;04(9226’16?62 (24,9);
93 acido azelaico (4cido nonanodi6ico) 8.17 187,098 21 CoH1504 20 125,0969 (112%0008)1;821002)781(2166110)0?22g)872 (10,7);
94 Vitexina 311,0564 (100,0); 341,0669 (47,3); 312,0605 (20,7);
8,31 431,0982 0,3 C21H19010 30 164,0116 (16,1); 283,0611 (12,3); 271,0612 (11,1);
269,0455(4,8); 353,0669(4,0).
95 metilquercetina-455 8,57 7692195 0.2 CasHa1Os0 50 314,0433 (;(1)28223‘21(54074;83‘53323)112&90(;198 (10,8);
96 metilquercetina-309 8.96 623,1612 08 CasHs1016 50 314,0432:%8’()62)5;22(531%%15?27(?%221;43(1153’084;82 (29,4);
41 caempferol-200 9.9 485,0697 24 C1eH17N:O14 20 417,0834 (5228214228?40313 E%2],2?[;04(138,7(;866 (18,2);
97 caempferol-133 10 415,1963 11 CaoHa106 20 284,0324 (411070,00§é 3?32;38;2(73335?28 2(?5:;;)301 (9,9);
98 metilquercetina-hexose-pentose } 300,0280 (100,0); 315,0510 (96,4); 314,0436 (78,2);
10,08 6091485 | -40 | CorHzoOws | 40 299,0208 (45,9); 609,1480 (36,4); 301,0340 (34,8)
| eSO | s | amoms | 08 | Comow | 0 | PAOO U0 B0 12 255000 14o)
99 7,4'-Dimetoxi-5-hidroxiflavanona-203 284,0692 (100,0); 299,0925 (56,4); 283,0614 (21,2);
11,86 503,1556 | 06 CashzrOu | 30 260,0451 (16,3); 285,0726 (13,8); 241,0507(6.0)
75 Bauhiniastatina 2 14,87 299,0026 04 CaH1s0s 30 225’05602(6138,0()’2)5;92(431?;3.5)?358%3)2;41?176’?2?07 (36,0);




5.4.1.4 - Cinamaldeidos (79, 80)¢

Os cinamaldeidos, hidroxicinamaldeido ( (E)-3- (4-Hidroxifenil)-2-
propenal) (79) e hidroxicinamaldeido-44 ((E)-3-(4-Hidroxifenil)-2-propenal-44)
(80) foram inferidos por comparacao com padrdes de fragmentacao descritos na
literatura que mostram os fragmentos 129,0332 (perda H20) e 119,0494 (perda
de CO) 155,

5.4.1.5 - Derivados do acido cinamico (81, 82, 88, 13, 89)"
Compostos derivados do acido cinamico identificados foram &cido
metoxicindmico(81), acido di-hidroxicindAmico ou &cido cafeico(82), cumaroil-
glicose(88), cumaroil-hexosideo(13) e cumaroill-186(89) todos esses compostos
foram caracterizados devido a perda de CO2(44) e por suas respectivas massas

5.4.1.6 - Protoantocianidinas (32, 85)'

A identificagdo dos dimeros de proantocianidinas foram baseados
no padrao de fragmentacao descrito na caracterizacdo da B. longifolia (secéo
5.3.2). O pico(32) foi caracterizado como (epi)catequina-(epi)catequina (Il)
(procianidina tipo B) e pico(85) foi atribuido a (epi)afzelequina-(2->7,4->8)-
(epi)galocatequina, protoantocianidina tipo A, devido a presenca dos fragmentos
303,0508 e 439,0663 e sua massa exata (575,1195) similares (epi)afzelequina-
(4->8)-(epi)galocatequina que apresenta massa exata (577,1351) e fragmentos
(305,0667 e 441,0827,respectivamente) com diferenca de 2Da 132,

5.4.1.7 - Catequina-galato (31)

O composto 31 (catequina-galato) mostrou os ions fragmentos
similares ao flavan-3-ol da catequina, e adicionalmente apresentou perda de
146,1421 tipico de deoxihexose, sendo identificados como catequina-

deoxihexosideo.

8 Espectros na pagina 105.

h Espectros nas paginas 104, 111 e 115.
" Espectros nas paginas 103 e 104,

I Espectros na pagina 110.
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5.4.1.8 - Flavonoides e derivados (94, 99)

O espectro de massas do composto 94 (vitexina, flavonoide C-
glicosilado) apresentou [M-H] de m/z 431,0958. A fragmentacdo da vitexina
mostrou cinco ions produtos, trés dos quais correspondem a fragmentacdo do
anel de glicosidico: m/z 353, 341 e 311, outros dois eram do ion benzila m/z 283,
ion aglicona m/z 269. Além disso, dois ions, com m/z 161 e m/z 117, originados
por fragmentacgéo via RDA, também foram identificados °8. A aglicona de 7,4'-
Dimetoxi-5-hidroxiflavanona-203 (99) foi inferida comparando os fragmentos da
aglicona com o da base de dados MassBank!>® sendo eles 299,0925, 284,0692
(perda de CH3s), 269,0451 (perda de CHz), 241,0507 (perda de C2H701).

5.4.1.9 - Outros compostos identificados'

Os compostos 87 (diidroxicumarina), 92 (NCGC00384841 -
glicosideo de lignana), 93 (acido azelaico/acido nonanedioico - acido graxo de
cadeia média), apresentaram 0s seguintes ions moleculares desprotonado [M-
H] 177,0191, 539,2138 e 187,098, respectivamente. Os ions fragmentos
149,0231, 133,0278 e 105,0330 foram identificados como caracteristicos de
diidroxicumarina(87)€°. NCGC00384841(92) apresentou os fragmentos
491,1924, 343,1390 e 165,0556'%! e acido azeldico apresentou o fragmento
125,0975 162,

5.4.2 - Classificacdo quimiométrica

Os trinta e cinco (35) compostos identificados da tabela de
caracteristicas moleculares (TABELA 5.8) foram utilizados para a classificagéo
das espécies através dos métodos de reconhecimento de padrbes néo
supervisionados, analise de cluster (HCA) e analise de componentes principais
(PCA). Adicionalmente, na TABELA 5.9 € mostrado a presenca e auséncia dos
35 compostos nos extratos etandlico de folhas de B. forficata, B. variegata, B.

longifolia e B. affinis.

K Espectros nas paginas 108 a 134.
' Espectros nas paginas 107 a 109.
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TABELA 5.9 — Distribuicdo dos buckets inferidos de B. forficata, B. variegata, B. longifolia e B affinis.

Tr

Pico Composto (min) M-H- B. forficata B. variegata B. longifolia B. affinis
76 acido quinico 0,42 191,0555 X X X

77 hexose-hexose 0,45 341,1077 X X X X

3 acido protocatecuico-hexosideo (l) 0,49 315,0727 X X X X
78 acido vanilico-160 1,23 327,1089 X

79 (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenal 1,34 147,0448 X
80 (E)-3-(4-hidroxifenil)-2-propenal-44 1,34 191,0347 X
81 Acido metoxicinamico 1,61 177,0556 X
82 Acido cafeico (1) - (4cido di-hidroxicindmico) 1,73 179,0353 X X

83 4cido clorogénico 1,86 353,0865 X

84 4cido hidroxibenzoico (II1) 2,09 137,0239 X
13 cumaroil-hexosideo 2,71 325,0922 X X X X

(epi)afzalequina (2-->7,4-->8)- 313

85 (epi)galocatequina ! 575,1189 X

86 4cido quinico-cumaroil 3,26 337,0921 X X

87 diidroxicumarina 3,5 177,0191 X
88 cumaroil-hexosideo (I1) 3,98 325,0923 X
89 cumaroil-186 4,17 349,1862 X X
25 catequina 4,26 289,0717 X X X

90 catequina-deoxihexosideo 6,01 435,224 X X

34 caempferol-hexose-deoxihexose 6,68 593,1503 X

51 miricetina-pentose (I1) 6,93 449,0725 X

31 catequina-galato 7,05 441,0817 X

54 miricitrina 7,27 463,0877 X

91 mirecetina-215 7,27 531,0747 X

32 (epi)catequina-(epi)catequina (I1) 8 577,1342 X

92 NCGC00384841 8,1 539,2138 X

93 acido azelaico (acido nonanodidico) 8,17 187,098 X X X X
94 vitexina 8,31 431,0982 X X

95 metilquercetina-455 8,57 769,2195 X

96 metilquercetina-309 8,96 623,1612 X

41 caempferol-200 9,9 485,0697 X

97 caempferol-133 10 415,1963 X X
98 metilquercetina-hexose-pentose 10,08 609,1485 X X

B8 - juglanina (caempferol 3-0- 10,39

33 arabinofuranosideo) ! 417,0824 X

99 7,4'-dimetoxi-5-hidroxiflavanona-203 11,86 503,1556 X

75 bauhiniastatina 2 14,87 299,0926 X X X X

No dendograma obtido com a HCA (FIGURA 5.12) foi possivel ver
guatro grandes grupos formados com base nas semelhancas existentes em
relacdo as variaveis analisadas, indicando diferencas claras entre as espécies

de Bauhinia.
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FIGURA 5.12- Dendograma — Analise hierarquica de grupos das 4 espécies de Bauhinia
estudadas.

Para obter uma melhor compreensdo dos compostos que
diferenciam os grupos, aplicou-se a PCA. O grafico de variancia explicada, obtido
tracando-se a porcentagem da variancia explicada por PC extraida, foi utilizado
para identificar o nimero ideal de componentes principais (PCs) sendo o perfil
da curva resultante usada para determinar o ponto de corte através da
diminuicdo da declividade observada, que neste caso foi a terceira componente
principal. Desta forma foram selecionados 3 PC's que explicaram 98,7% da
variacao total dos dados. Na FIGURA 5.13 verifica-se que a PC1 foi responsavel
por 80% da variancia original dos dados, ja a PC2 e PC3 corresponderam a 12,3

e 6%, respectivamente.
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Variancia Acumulada

PCs (%) (%)
PC1 80,004% 80,004%
PC2 12,258% 92,262%
80% PC3 6,028% 98,290%
PC4 0,764% 99,055%
PC5 0,723% 99,778%
PC6 0,133% 99,911%
PC7 0,033% 99,945%
PC8 0,026% 99,971%
PC9 0,009% 99,980%
PC10 0,006% 99,985%
PC11 0,005% 99,990%
PC12 0,003% 99,993%

12%

6%
~~
1% —— 1% —— 0% —— 0% —— 0% —— 0% —— 0% —— 0% —— 0%

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9 PC10 PC1l1 PC12

FIGURA 5.13 - Grafico de variancia explicada (%) para escolha de numero de componentes
principais utilizadas no tratamento dos dados de PCA.

As amostras de cada espécie foram agrupadas nos graficos PC1
versus PC2 (grafico de scores, FIGURAS.14a) com separacao entre as espécies
Bauhinia longifolia, affinis e agrupamento entra a Bauhinia forficata e variegata.
Na PC2 versus PC3 (grafico de scores, FIGURA 5.14b) foi possivel verificar a
separacdo da Bauhinia forficata, variegata e affinis. Nos graficos de loadings
(FIGURA 5.14a e b) é possivel ver os compostos que sao responsaveis pelas
distincbes entre as espécies, dentro das condi¢cdes estudadas neste trabalho.

Assim o0s metabdlitos responsaveis pela diferenciacdo das
espécies foram: i) B. longifolia: miricitrina (54), miricetina-pentose (II) (51),
caempferol-200 (41), 7,4'-Dimetoxi-5-hidroxiflavanona-203(99), (Epi)afzalequina
(2-->7,4-->8) (Epi)galocatequina(85), mirecetina-215(91), catequina-galato(31),
acido vanilico-160(78), caempferol-hexose-deoxihexose(34), (Epi)catequina-
(Epi)catequina-11(32), NCGC00384841(92) e Juglanin (caempferol 3-O-
arabinofuranosideo)(33). ii) B. variegata: acido clorogénico(83), acido quinico-
cumaroil(86), cumaroil-hexosideo(13), acido protocatecuico-hexosideo-I(3),
metilquercetina-hexose-pentose(98), vitexina(94), acido azelaico(93), acido di-
hidroxicinamico(82), acido quinico (76), catequina(17) e hexose-hexose(77). iii)

B. forficata: metilquercetina-309(96), catequina-deoxihexosideo(90) e
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metilquercetina-455(95). iv) B. affinis: &acido metoxicinamico(81), (E)-3-(4-

hidroxifenil)-2-propenal(79),
hidroxibenzoico-111(84),

(E)-3-(4-hidroxifenil)-
diidroxicumarina(87),

cumaroil-186(89) e caempferol-133(97).

2-propenal-44(80), acido

cumaroil-hexosideo-11(88),
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c 5.14a - Scores 89 5.14a - Loadings
88\ |
J 0.4 :
B8 !
100+ 84\ 1\
80\ |
; ;
021 79|
501 . 895 °%
%13 B. longifolia
B. longifolia : —
- ot
e Com) ] :
-50 B. fojrficata -0.2
-100 -50 0 50 100 150 200 250 PC1 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 PC1
PC3 i PC3 | .
i 5.14b - Scores 0.41 . § 5.14b - Loadings
| B
50 | |
0.27 86 §
| v 77,8 |
254 3 2%7% 1004, 3
3 o | 87
| ol BB He v ¥ we %
1 ® 75
L " ””””””””””””””” L 89
-0.27
[e]
-25 4 96 99
| -0.41
501 2
B. forficath | 97 ;
0.6 B. forficata
-7I5 -56 -2I5 0 2I5 5I0 7I5 160 125 PéZ 03 02 -01 0 01 02 03 04 05 PC2

FIGURA 5.14 - Andlise de componentes principais (PCA) com 35 compostos inferidos de B.
forficata, B. variegata, B. longifolia e B. affinis. 5.14a(Scores e Loadings): PC1 versus PC2 e
5.14b(Scores e Loadings): PC2 versus PC3.

Desta forma, com os compostos inferidos por LC-MS foi possivel

diferenciar as 4 espécies de Bauhinia dentro das condi¢cdes estudas. Além disso,

todos os 220 buckets calculados nesta analise também foram utilizados para
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calcular a analise de componentes principais (FIGURA 5.15), e percebeu-se que

h&a um melhor agrupamento das espécies ao considera-los.
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FIGURA 5.15- Analise de componentes principais (PCA) com 220 buckets de B. forficata, B.
variegata, B. longifolia e B. affinis. 5.15a (Scores e Loadings): PC1 versus PC2 e 5.15b(Scores
e Loadings): PC2 versus PC3.

Adicionalmente, extraindo o ion molecular desprotonado de m/z
577,1552[M-H] do cromatograma obtido com a coluna bifenil kinetex® (FIGURA
5.6) juntamente com seus adutos ([M-AF], [M-H20-H]), clusteres ([2M-H]", [3M-
H], [2M+AF-H]) (FIGURA 5.16) e analisando os fragmentos destes ions néao foi
possivel inferir a presenca da kaempferitrina, marcador quimico da Bauhinia
forficata'®®. Os nossos dados corroboram com os encontrados por Ferreres et.
al. (2012)* que em B. forficata Link subsp. pruinosa (Vogel) Fortunato &
Wunderlin n&o encontrou esta substancia. Bauhiniastatina 2 estd presente em

todas espécies estudadas neste trabalho (TABELA 5.9). Este composto foi

72



relatado em B. purpurea, e suas propriedades medicinais esta relacionada com

atividade anticancerigenas, o que demonstra o potencial destas 4 espécies de

Bauhinia para tal fim 47,

Em todas as espécies foram identificadas uma ampla variedade de

compostos fendlicos o que demonstra o potencial destas Bauhinias serem

utilizadas para chas, no entanto até a presente data nenhum resultado de

atividade biologica e toxicolégica foram relatados para chas de B. affinis e

poucos para os B. longifolia 3738, sendo necessarios mais estudos para seu uso

seguro.

Intens.

x104

4_

2_

BFC08_1-61_01_2305.d: EIC C27H30014 [M-H, M-H20-H, M+HCOOH-H, 2M-H, 2M+HCOOH-H, 3M-H]- (577.1552; 559.1446

oy

Inteng.

6000
4000

2000

Inteng._j

x105

1.0

0.5

BLI04_2B_kinetex_1-4_01_1345.d: EIC C27H30014 [M-H, M-H20-H, M+HCOOH-H, 2M-H, 2M+HCOOH-H, 3M-HJ- (577.1552;

Tt (" VEEPEVENT' N T DT U
BVU01_1B_kinetex_1-20_01_1361.d: EIC C27H30014 [M-H, M-H20-H, M+HCOOH-H, 2M-H, 2M+HCOOH-H, 3M-HJ- (577.15§.

WAL

InteQIQ.

x104

44

BAffinis_3.1_1-80_01_2726.d: EIC C27H30014 [M-H, M-H20-H, M+HCOOH-H, 2M-H, 2M+HCOOH-H, 3M-H]- (577.1552; 559

0

: : :
2 4 6 8 10 12 14 Time [min]

FIGURA 5.16 - Cromatograma do ion extraido (EIC) de Kaempferitrina (ion molecular

desprotonado, adutos e clusteres).
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CONCLUSOES







6 - CONCLUSOES

Os objetivos delineados para este trabalho foram todos atingidos.
Neste contexto, Bauhinia forficata foi usada como modelo para o
desenvolvimento do método cromatografico utilizando planejamento estatistico.
A condicdo cromatogréfica desenvolvida associada ao uso da espectrometria de
alta resolucéo possibilitou a identificacdo de 98 compostos entre as quatro
espécies estudadas: Bauhinia forficata, B. variegata, B. longifolia e B. affinis.

Foram inferidos por LC-HRMS 74 metabdlitos de folhas de B.
longifolia. Além disso, foi isolado e identificado quatro compostos desconhecidos
utilizando a técnica LC-SPE/NMR no modo fatiamento por tempo (time slice),
sendo eles: miricitrina (54), juglanina (40), afzelina (45), Bauhiniastatina 2 (75) e
dois compostos conhecidos avicularina (64) e quercitrina (68).

Uma visdo qualitativa geral foi obtida dos metabdlitos presentes
nas espécies Bauhinia forficata, variegata, longifolia e affinis em que foram
identificados mais 24 compostos por LC-HRMS dentre eles acidos organicos,
acidos fendlicos, cinamaldeidos, protoantocianidina, catequina, flavonoides,
cumarinas, lignana e derivado dioxaxepinico.

A diferenciacdo das quatro espécies estudadas foi obtida através
da analise de componentes principais (PCA) e analise hierarquica de grupos
(HCA) usando 35 compostos da lista de caracteristicas moleculares. O uso de
todos os 220 buckets permitiu um melhor agrupamento das espécies.

Destarte, o trabalho aqui apresentado demostrou de forma
inequivoca que o uso de LC-HRMS associado a métodos quimiométricos nao
supervisionados é uma ferramenta poderosa para diferenciacdo de matrizes
vegetais e pode ser usada em trabalhos de autenticacdo vegetal, demanda
crescente no Brasil, principalmente nos Gltimos anos com 0 aumento expressivo

da distribuicédo de fitoterapicos no SUS 164,
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8- APENDICES

8.1 - Tabelas da otimizacdo cromatografica— Etapale 2

TABELA 8.1- Resultado etapa 1 — nimero de bandas cromatograficas por experimento.

Coluna pH Organico Respostas
Real Normalizado Real Normalizado Real Normalizado (n2 de bandas cromatogréficas)
BipHRaptor -0,3791 5,3 -0,1351 Acetonitrila -1 72
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Acetonitrila -1 74
BipHRaptor -0,3791 7,4 1 Acetonitrila -1 48
BipHRaptor -0,3791 7,4 1 Acetonitrila -1 a7
BipHRaptor -0,3791 3,7 -1 Acetonitrila -1 65
BipHRaptor -0,3791 3,7 -1 Acetonitrila -1 58
BipHRaptor -0,3791 5,3 -0,1351 Metanol 1 84
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 81
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 80
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 82
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 84
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 87
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 85
BipHRaptor -0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 85
BipHRaptor -0,3791 7,4 1 Metanol 1 64
BipHRaptor -0,3791 7,4 1 Metanol 1 57
BipHRaptor -0,3791 3,7 -1 Metanol 1 77
BipHRaptor -0,3791 3,7 -1 Metanol 1 67
SEP0004 -1 5,3 -0,1351 Acetonitrila -1 82
SEP0004 -1 4,2 -0,7298 Acetonitrila -1 90
SEP0004 -1 7,4 1 Acetonitrila -1 77
SEP0004 -1 3,7 -1 Acetonitrila -1 76
SEP0004 -1 5,3 -0,1351 Metanol 1 89
SEP0004 -1 4,2 -0,7298 Metanol 1 90
SEP0004 -1 4,2 -0,7298 Metanol 1 92
SEP0004 -1 4,2 -0,7298 Metanol 1 94
SEP0004 -1 7,4 1 Metanol 1 71
SEP0004 -1 7,4 1 Metanol 1 69
SEP0004 -1 3,7 -1 Metanol 1 89
SEP0007 0,3791 5,3 -0,1351 Acetonitrila -1 51
SEP0007 0,3791 3,7 -1 Acetonitrila -1 43
SEP0007 0,3791 53 -0,1351 Metanol 1 47
SEP0007 0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 80
SEP0007 0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 77
SEP0007 0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 75
SEP0007 0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 78
SEP0007 0,3791 4,2 -0,7298 Metanol 1 47
SEP0007 0,3791 7,4 1 Metanol 1 49
SEP0007 0,3791 3,7 -1 Metanol 1 40
SEP0022 1 5,3 -0,1351 Acetonitrila -1 68
SEP0022 1 4,2 -0,7298 Acetonitrila -1 67
SEP0022 1 7,4 1 Acetonitrila -1 55
SEP0022 1 3,7 -1 Acetonitrila -1 55
SEP0022 1 53 -0,1351 Metanol 1 62
SEP0022 1 4,2 -0,7298 Metanol 1 66
SEP0022 1 4,2 -0,7298 Metanol 1 69
SEP0022 1 4,2 -0,7298 Metanol 1 70
SEP0022 1 4,2 -0,7298 Metanol 1 71
SEP0022 1 4,2 -0,7298 Metanol 1 70
SEP0022 1 7,4 1 Metanol 1 61
SEP0022 1 3,7 -1 Metanol 1 60
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TABELA 8.2 — Resultado etapa 2 — numero de bandas cromatograficas por experimento

Tempo de Normalizado  pH Normalizado  Organico Normalizado Respostas (n° de bandas
gradiente (min) cromatogréficas)
10 -1 3 -1 Metanol 1 89

10 -1 3 -1 Acetonitrila -1 76

10 -1 4,2 -0,375 Metanol 1 90

10 -1 4,2 -0,375 Metanol 1 92

10 -1 4,2 -0,375 Metanol 1 94

10 -1 4,2 -0,375 Acetonitrila -1 90

10 -1 5 1 Metanol 1 89

10 -1 5 1 Acetonitrila -1 82

30 1 3 -1 Metanol 1 122

30 1 3 -1 Acetonitrila -1 119

30 1 4,2 -0,375 Metanol 1 137

30 1 4,2 -0,375 Metanol 1 133

30 1 4,2 -0,375 Acetonitrila -1 134

30 1 5 1 Metanol 1 146

30 1 5 1 Acetonitrila -1 124

30 1 5 1 Acetonitrila -1 128
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8.2 - Espectros de massa de alta resolucao - LC-HRMS

8.2.1 — Acido galico-hexosideo(1) e acido galico(2)
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8.2.2 — Acido protocatectico (5,6) e acido protocatectico hexoxideo (3,4)
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8.2.3 — Acidos hidroxibenzoico(7,11,84) e acido hidroxibenzoico—hexosideo(9)
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8.2.4 — Acido siringico(15) e &cido siringico—hexosideo(8,12)
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i C7HgO3™
—_—
i 138,0322
600 HO ) HO
7 0 CgHeOs S
400 153.054 e
00 _ 137.0233 53.0540 182.0236 182,0221
200 113.0244
0 __'__'__'__'__'___'__w : i o -
100 120 140 160 180 200 mz (e} . —_—
HO
Intens. -MS2(197.0451), 20.0eV, 3.8min #254] HO .
: , , _ 0
%13 15 o
X304 1 .
% ] C7H305? CeHa03"
121.0293 166.9985 182.0218 1069986 123,0088
154 )
1.0
o 5_3 138.0319
] 153.0558 197.0451
1106.0052 *
0.0 r | r I |I ’ r | ’ I| | ’ | r
100 120 140 160 180 m'z
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8.2.5 — Derivados do &cido cinamico: (82, 10) —

acido metoxicinamico

Intens.
[%0]]

x195

0.8

0.6

0.4

0.2 H

0.0

82

-MS2(179.0347), 30.0eV, 1.7min #112

C102 +0.65 mDa

135,

135.

0455

2

e
125

1 LA I AL AL B L BEL LR N R B
150 175 200 225 250 275 m'z

Intens. ]
%] 1
x1047

4
3

2

0

10

-MS2(179.0347), 20.0eV, 2.4min #159

C102 -0.02 mDa

135.0449

| ®

50

M M M M M 1 M M M M 1 M M M M 1 M M M
100 150 200 250 m'z

Intens. A
[%6] ]

X308

1.0

0.5

81

—M52g77 0550) 10.0eV, 1.6min #111
Cci102 +

C2H2 -0.38mDa

177.0550

133.0653

i L

0.0

a0
o

75

L L e L e ey
100 125 150 175 200 225m/z

103

acido dihidroxicinamico/ (81) —

0
CoH-0,
HO _ ori7T4
WO 179,0350
HO ¢

HO .
X CgH/O,
135,0452

HO

C1oHgos-

177,0557

CgHyO" l

133,0659 -



8.2.6 - Acido cumarico(16), &cido cumarico—hexosideo(13,88) e cumarico—186

(89)

Intens. |
x10% 1

154
1.04
0.5

0.0

13

119.0502

163.0397

-MS2(325.0928), 35.0-87.5eV, 13.8min #3826

L2

5

T T -
100 150

T T T T
200 250 300 mz

Intens. |
x104 |
0.8
0.6
0.4

0.2

0.0

16

119.0502

93.0351
1 |

-MS2(163.0421), 35.0-87.5eV, 19.1min #5290

L4

60

T t T
80 100 120

T T T T T
140 160 180 200 220 m'z

Intens.
[%6]7
8000 +

6000 —

4000 -

2000 +

88

119.0495

163.0391

b Ly

-MS2(325.0915), 20.0eV, 4.1min #272

3270510
1
T

100

T T
150 200

T T T T
250 300 350 400 m'z

Intens. 4

0.50

0.25

o
o
o

89

C102 +0.01 mDa

119.0494

163.0393

185.0209

-MS2(349.1175), 20.0eV, 3.9min #260
186.0782

347.1167

=
o 4
o

T T
150 200

T
250 300 m'z

104

C16H1907° o
323,1136 _
~ o O (0]
HO HO OH
oo
CyH703" x o
163,0401
HO l
CeHrO" N
119,0502
HO
(0]
NG
HO'



8.6.7 — Acido vanilico(14) e Acido vanilico—160(78)

Intens. |
x104 1 14

15

0.0 T T

BLI0O4_kin_cid20eV_1770.d: -MS2(167.0339), 20.0eV, 2.8min #182
152.0113

108.0211

123.0446

[ 4

60

80

T
100

T
120

T
140

T
160

T T T
180 200 220 m/z

Intens. ]
[%]

78

5000

4000

3000

2000
1000

0_ l.'

{ 108.0213

123.0450

152.01

Ll

-MS2(327.1091), 30.0eV, 1.2min #79

167.0352

15

I
100

8.6.8 - Cinamaldeidos (E)-3- (4-Hidroxifenil)-2-propenal (79) e (E)-3- (4-

|JI|| |I Ll
) T )
120

140

I
160

Hidroxifenil)-2-propenal+44 (80)

I . I v
180 200 miz

79

101.0395

0 I|IJ |

108.0214

119

1,

-MS2(147.0444),20.0eV, 1.3min #87

11
T

0494 129.0332

||I.I
T

147.0444
L 4

100

110

120

130

140 mz

Intens.
[%]

80
3000

2000

1000

o

105.0338

119.0496

l|| Ll

-MS2(191.0324), 20.0eV, 1.3min #38
147.0448

129.0342

il

‘ | A

100

110 120

130

1
140

T Tt
150 160 mvz

105

CgH;04
Massa Exata: 167,0350

0

HO

C7H,05

Massa Exata: 123,0452

C7H404™
Massa exata: 152,0115

7

CgH;05
147,0452



8.6.9 — Acido quinico (76), acido cafeoilquinico (83) e acido cumaroil quinico
(86)

Intens.
x104 ]
4

N
TN T N N O T I O O T O T

76

127.0400

111.0444
I.l' : [ :

-MS2(191.0563), 20.0e\{, 0.4min #26

HO.

HO

192
173.0457

0598

T
100 120 140

T T T T
160 180 200 m/z

Intens.
x1057

1.0 A
0.8+
0.6 +
0.4+

0.2+

0.0

83

191.0568

135.0456
Ll I

-MS2(353.0899), 40.0eV, 1.9min #123

. 2

50

Tt
100

LI LI
150 200

L L UL L
250 300 350 vz

Intens. |
[%] 3
x104 3

» )]
1

w

86

191.056

163.0403
119.0503

-MS2(337.0926), 30.0eV, 3.1min #202
6

50

ot
100

A

bt
150

r—
200

—
250 300 mz

106

OH -

OH (0]
HO. HO.
N —_— 0} B —
Lol hy0 o OH
A 0 CeH703"
C7H1106 CHyO5 127,0401
191,061 173,0455
C16H1709" OH
353,0878 HO.
(0]
HO. o
N O
:Q/\)‘\ »
0]
HO ¢
OH
_ HO.
C7H110s
191,0561 o~
HO
OH
0
r OH -
HO.
(0]
LN OH
\ ,\o/\\
OH
O
HO
= C16H170¢" .

¢ Exact Mass: 337,0929
OH

(0}
HO B
N o]
- OH
0 OH HO
(0}

CgH;03"
C7H110¢6” Exact Mass: 163,0401
Exact Mass: 191,0561

o

CgH;0"
Exact Mass: 119,0502



8.6.9 — Outros
77 — Dissacarideo: Hexose—hexose

Intens. | -MS2(341.1035), 20.0eV, 0.4min #29
[%0] -

x104
179.0540 341-‘1035

OH
OH
0 HO OH
0]
OH
113.0234 e (0] 0)
HO

1.5

H
05 297.1149

L L L I L
200 250 300 350nvz

h C12H21041
341,1089

87 — Diidroxicoumarina

Intens. | -MS2(177.0176), 30.0eV, 3.6min #240

[%0] 133.0278 -
1000 — (@) 0] O

800 177.0176

i P HO 7
600 | 149.0231
- 105.0330 CoHs504"
400 - 177,0193

200

84.4706
0 |III|||III|IIIIIII by L — S —

L L 1
50 75 100 125 150 175 200 m'z
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94 — Vitexina

Intens.
x104

125.0232
L

-MS2(431.0915), 20.0eV, 8.4min #553

431.0915
L 4

311.0513

271.0572

e ot
100 200

b ly
e

LA L R LA |
300 400 m'z

o I '

R ||‘J...
LLE L L L AL |

-MS2(431.0915), 20.0eV, 8.4min #553

125.0232

164.0095

203.1038

.

el
50 75 100

92 — NCGC00384841

125 150 175 200 225 m'z

Intens. |
x104

15

1.0

165.0556
0.5

-MS2(539.2110), 30.0eV, 8.1min #532
491.1924

343.1390

5374955
I

0.0 L——busdop |
100 200

A ——r—
300 400 500 600 m/z
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HO.

Q

HO

HO
HO

HO.

OH

HO.

OH

OH



93 — Acido azelaico

1 -MS2(187.0974),30.0eV, 8.2min #543
] 125.0975
] 95.0496 169.0884’

0 T i T "|' I T T : T T T
50 75 100 125 150 175 200 225 mz

8.6.10 — Flavan—3-ol, protoantocianidinas e derivados

25 — Catequina

Intens.
(%]
x104j

123.0454

N

w

151.0402

N

=

.IJl
100 125 150

o

175

-MS2(289.0725), 30.0eV, 4.3min #286

203.0718

200

245.0829
s ‘lllu II :

*

L

225 250

90 — Catequina—deoxihexosideo

T
275 mz

Intens.
[%]
5000
4000

3000

2000

1000 ]

0

125.0245

Tl
100 200

-MS2(435.2239), 20.0eV, 6.1min #406

289.0719

300

435.2239
4

400

109

C45H4105°
271,0612

OH

OH

C21H2304¢"
435,1297

OH

C7Hs05"
137,0244

O OH
OH

OH

OH
CgH704"
151,0401

OH



31 — Catequina—galato

Intens.
[%0]
x104 7
5

169.0142

4

3

125.0244

o
-

L. Ll

-MS2(441.0867),30.0eV, 7.0min #459

289.0717

245.0817

Tt — — —

[Ey
o
o
=
a1
o

200

L L L
250 300 350 400 m'z

27 — Galocatequina—galato

Intens.
[%0] 7

X108

169.0143

125.0241
I —

-MS2(457.0773), 20.0eV, 4.8min #318

305.0663 457.0773
<&

e e
100 200

L L T
300 400 500 m'z

110

C22H17040°
441,0827

Ca2H47041”
457,0776

OH

OH

OH

OH



(epi)Catequina—(epi)Catequina (24 e 32)

Intens. ]

24

125.0246

. IJ IIAII_L,Ilup.LLJ., . T _e

-MS2(577.1269),37.3-93.3eV, 16.4min #4535
289.0720

407.0775

245.0821

T T T T T T T T T
100 200 300 400 500 m'z

125.0244

100 200

-MS2(577.1340), 37.3-93.3eV, 25.7min #7125

289.0708

407.0733

300 400 500 600 mz

18 — (epi)Galocatequina—(epi)Catequina

Intens. 1 -MS2(593.1298), 20.0eV, 2.6min #170
0,
%] ; 425.0878
x104 ]
3]
] 593.1298
5] *
. 289.0714
14
] 177.0188 467.0977
OI'|"'I'l'l'llj""l":"l""l'
100 200 300 400 500 mz

111

C3oH25012"
577,1351

CaoH25013"
593,1301



30 — (epi)Afzelequina—(epi)Catequina(l)

Intens. J -MS2(561.1410), 36.8-92.1eV, 20.0min #5535
o]
(%] 289.0716
x1047
2.0
1.5
1.0
] 245.0818
0.5 7 125.0243
1 1 407.0756 C30H25011”
0.0l IJ..L.u.JJI.# ool e 561,1402
100 200 300 400 500 mz

33 — (epi)Afzelequina—(epi)Catequina(ll)

Intens. ] M52(561.1379), 36.8-92.1eV, 29.5min #8184
0,
[%6] 289.0707
3000
2000
1000 137.0235 L, jaco
] 407.0775 )
RN L .
L NP A s e 561,1402
100 200 300 400 500 mz

22 — (epi)Galocatequina—(epi)Catequina—galoil(l)

Intens. | -MS2(745.1399), 42.4-105.9eV, 13.0min #3588
(%] 177.0190
] 289.0707
1500 —
1000 -
- 407.0761
500 OH
i C37H29047” OH
- l 593.1294 745,1410
0_‘ Lllll. |- |L |JlI.J. ! | L 2
e —r—T71 1 111
100 200 300 400 500 600 700 'z

112



26 — (epi)Galocatequina—(epi)Catequina—galoil(ll)

Intens. - -MS2(745.1337), 42.4-105.9¢V, 17.1min #4742
50[;/8]3 289.0715

] 177.0189 407.0771
4000 -
3000 -
2000 -
1000 - J

] 593.1278

0 (" J 1J‘.J‘ll-lll.l.ll.||. |l| pan |||.| | | L 4
LA R L L RN R L R EL L L R B R L R B R L AL R B R AL R RN R
100 200 300 400 500 600 700 mz

29 — (epi)Catequina—(epi)Catequina—galoil

Intens. -
[%6]]

1500

1000

500

125.0241

200

-MS2(729.1450),41.9-104.7eV, 19.6min #5435

289.0723

407.0778

577.1329

300 400 500 600 700

19 — Galocatequina

Intens.
[%6]]
X105 7
0.8

0.6

0.4 —

0.2

0.0

125.0243

-MS2(305.0665), 20.0eV, 2.4min #158

305.0665

167.0349 ®

219.0662

261.0768

237.0769
il ,.'.l.l.,..l.. —

T LI L
175 200 225 250 275 300 m'z

113

C37H29047°
745,1410

OH
OH

Ca7H29016”
729,1461

OH

OH )
C15H1307

305,0667

OH
OH
OH
OH
OH



17 — (epi)Galocatequina—(epi)Galocatequina

Intens.:
[%%]

x104:
1.25 4

1.00
0.75
0.50

0.25

0.00

-MS2(609.1259), 20.0eV, 1.4min #90

305.0661

125.0242

I TN

441.0826

609.1259
L 4

N

—
100

L T
200 300 400

L e e
500 600 m'z

20 — (Epi)Catequina—(Epi)Galocatequina

Intens. -
[%6]7
x104 E
1.25+
1.00
0.75
0.50

0.25

-MS2(593.1364),37.8-94.5eV, 12.7min #3507

305.0666

125.0246

423.0722

0.00 1k

" L\Ijhlll |IJ|.J!I- '."]'.Ll Iljl ?SIS..'[CI)SZ:LI

T L |
100 200 300 400

.J.l....’....
500 600 m'z

21 — (Epi)Galocatequina—(Epi)Galocatequina—Galoil

Intens. -MS2(761.1348), 42.8-107.1eV, 12.8min #3540
0,
[A’]: 125.0246
4000 177.0190
3000 - 423.0713
] 305.0658
2000 -
1000 -
i [ l 609.1218
o Ly, ,-l.J.JqulJM.*--.H-. A lIL I
100 200 300 400 500 600 Mz

114

CaH25014
609,1250

C3H25013
593,1301

OH

Ca7H29018” OH
761,1359



23 — (Epi)Catequina—(Epi)Galocatequina—Galoil

Intens. | -MS2(745.1388), 42.4-105.9¢eV, 16.1min #4464
[%] |
1500.] 125.0239
1000
] 305.0658
500 -} 423.0712
0-|. " ',JL.Jl.lv—v—|—|—|—|—|—|-d‘.h:'*'."l.' i |.I.I .l. . L e ..’.
100 200 300 400 500 600 700 m/z

28 — (Epi)Afzelequina—(Epi)Galocatequina—galoil

Intens. | “MS2(729.1445), 41.9-104.7eV, 18.5min #5132
[%] | 125.0246 305.0662
3000
2000
] 161.0237
1000 -
| 423.0710
O-[' A J\-l I..u.nll |Llll s I
L L L L B L L R R L R R |
100 200 300 400 m'z

85 — (Epi)Afzalequina—(2->7,4->8)—(Epi)Galocatequina

Intens. -MS2(575.1193), 20.0eV, 3.0min #199
(%] 303.0508
x104 |
0.8 -
0.6
439.0663
0.4 -
575.1193
’ L 2
0.2
1 125.0238 | l
0o J N I ,J.'J.J.L. T .IlIA!uILI —tr A I
100 200 300 400 500 600 m/z

115

OH

Ca7H29017°
745,1410

OH
Ca7H2901¢6
729,1461 OH
OH
OH
C30H23012
575,1195



8.6.11 — Caempferol O—derivados

40 — B8 Caempferol-3—O—a-arabinofuranosideo(Juglanina)

Intens. | ‘MS2(417.0817), 35.0-87.5eV, 32.0min #3873
(%]
x105 ] [— 133.0492 —
1.5 284.0325
1.0 ’— 132.0432 —
0.5
] 183.0445 HO OH
00 : L B ool : " : - ’ '
100 200 300 400 m'z
lntenss: -MS2(417.0830), 30.0eV, 9.8min #646 |menSA;; -MS2(417.0832), 30.0eV, 9.8min #650
X105_: 284.0327 1135_3 151.0035
4 1.00
3 0.75]
178.9983
24 0.50
] 1 125.0243
3 ] 213.0558
17 417.0830 0.25]
] T ] 107.0135
0' , , |_ , . . 0.00 : : ; [ " " .|I|I. L
100 200 300 400 500 miz 60 80 100 120 140 160 180 200 mz
Intens. 7 -MS2(417.0833), 20.0eV, 9.8min #650| Intens. | -MS2(417.0833), 20.0eV, 9.85yM#6a%
x106 ] X104
1.5 417.0833 ]
. ¢ .
. 1.5
107 285.0403 ] 255.0300
i 1.0
] 1 151.0038
057 05 178.9987
| ] 125.0243
0.0 +—r—r——rr—r—r—"rr——rrrrrrrrr——t T e 0.0- : ILlljl L I-ln||l|||
50 100 150 200 250 300 350 400 vz 100 150 200 250 ma
lntenSS- -MS2(417.0814), 40.0eV, 9.9min #654 | Intens. -MS2(417.0820), 40.0eV, 9.8min #650
X105 4]
255.0296 x10% 7
125 211.0399
6 1.00 151.0035
] ] 187.0399
0.75
44 ]
] 0.50 135.0087
2 ]
| 0.25 107.0140
0L —  E— —2 — 0,00 3— . .|'| ".'|
100 200 300 400 nvz 60 80 100 120 140 160 180 200  mz
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|ntens6 1 -MS2(417.0746), 50.0eV, 9.8min #650 lnten54: -MS2(417.0746), 50.0eV, 9.8min #650
x10° 227.0351 X107 211.0399
1.00 3]

] j 183.0449
0.75 ]
] 24
0.50 1 132.0217
] 14
0.257 1 107.0136
O-OO- L B = |L' L 1 " 1 0 T T T I'll"
100 200 300 400 mz 60 80 100 120 140 160 180 200 mZz
45 — Caempferol-3—O—a—ramnosideo(Afzelina)
Intens. -MS2(431.0983),35.0-87.5¢eV, 33.8min #9372 Intens. - -MS2(431.0995), 50.0eV, 10.5min #694
(%] el
x10° 1 x104
90 —— 147.0654 —— j 187.0403
7] 284.0329
1 61
157 —— 146.0585 —— 1
] 4] 163.0038
104 135.0088
T 1 151.0038 200.0476
. 227.0352
05 24 143.0504 171.0451
T 183.0449 431983 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0-0-'II"'I"I"'Ih':'l'Jll'l'"I""I""I""I"’l"l' 0 || l"'."" ".ll||',"'|"".“||||',' |||'.||"'*,||||'.""|L,‘
50 100 150 200 250 300 350 400 nmz 120 140 160 180 mz
34 — Caempferol-hexosideo-deoxihexosideo
Intens. _| _Msz(igi%ﬁ%%)’ 37.8-94.5eV, 21.9min #6080 Intens. ] -MS2(593.1589), 37.8-94.5eV, 21.9min #6080
(%] ] 285.0401 ] [l
] ] 285.0401
3000__ — 163.0599 — 3000
] — 147.0751 ]
2000 ]
] 2000 255.0289
] 446.0g3846.0694 ]
1000 - ]
] 183.0450 10007 183.0450
] 117.0345 59311589 E 117.0345 227.0340
] L ll . ] 159.0444
0 S e e 0 .,'.‘.’1":';'LL.'".“.'.‘,J.'L..L.’,.L. NEN
100 200 300 400 500 600 m'z 100 150 200 250 300 mz
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41 — Caempferol-200

Intens. | -MS2(485.0711), 35.0-87.5eV, 32.1min #8902 Intens. -MS2(485.0711), 35.0-87.5eV, 32.1min #8902
[%] 1 2840318 800 1 183.0448
3000
] 600 -
2000
. 227.0355 4007
| 161.9885
1000 183.0448 4170809 200 1 132.0207
] [ ] 84.3624
oy Y wid . ® 0+

100 200 300 400 500 miz 60 80 100 120 140 160 180 200 mz

97 — Caempferol-133

'“te';S- i -MS, 10.0min #661|  Intens. - -MS2(415.1320), 30.0eV, 10.0min #666
M]'_ 417.0825 el ] 284.0300
x10° ] x104]
34 ]
] 1.0
2 J
] 0.5
1 i
. - 417.0791
] 405.1183 433.0770 ]
o L o.o..,..-..,.l.i..,....,....,..
390 400 410 420 430 440 mz 100 200 300 400 500 m'z
Intens. -MS, 10.0min #665|  Intens. 1 -MS2(415.1320), 30.0eV, 10.0min #666
(%) 417.0822 %]
4] ® 17 284.0300
x10% 3 x10%4
1.25 1
1.00 1
] 1.0 1
0.759 1
] 415.1968 ]
0.50 0.5
0'25_: E 227.0320255.0280
1  405.117 i
0‘00' |05|L|6|||||||||JL|J|_||||| 0'0"II""I""I""I""Il'l"'l'"I""I""I
405 410 415 420 Wz 150 175 200 225 250 275 300 325 mz
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35 — Caempferol-454

Intens. ] -MS2(739.2078), 42.2-105.4€V, 25.7min #7129 Intens. -MS2(739.2113), 50.0eV, 7.8min #518
[%] | [%] 1
X104 284.0323 X104 178.9985
3 227.0347 . 1
] 255.0296 0.8
1 151.0037
2 0.6
] 0.4
. 125.0242
14 i
] 0.2
. 169.0141
- i 137.0241
] 151.0033 183,040 | ‘ | il L i
0 |----,---.,l....ll.‘.‘..",..l II|I '|I r——r — 0.0 T I. .I L '.l , - |‘L‘.JI" II‘_‘
100 125 150 175 200 225 250 275 m'z 120 140 160 180 m'z
36 — Caempferol-308(l)
Intens. 4 -MS2(593.1483),37.8-94.5eV, 26.8min #742Tt€NS. | -MS2(593.1483),37.8-94.5eV, 26.8min #7421
%] ] o
[%] ] 284.5375—— 309.1158 ————— %] |
x104- 183.0447
] 800
1.0 308.1095 600 -
1 227.0350 400 - 132.0222
0'5t 4107.0147 151.0041
i 200
593.1483
] 183.044 * . | | |
PR T .L 1 | L 0 T |||||||||| ||| ||||.|.||||II“|| |I||J|.I || ||| |l| |||
0.0 L LR L R B rrrrrrrrrerrrereroTy ' 1 ' ' T T T T
100 200 300 400 500 600 Mz 120 140 160 180 m'z
37 — Caempferol-308(lI)
Intens. { -MS2(593.1505), 37.8-94.5eV, 27.2min #7548 '”ter;/s': -MS2(593.1505), 37.8-94.5eV, 27.2min #7548
(%] (%l 183.0437
6000 | ]
1 300
284.0320 309.1185 ]
4000 .
| 308.1130 200
i 125.0237
227.0344 ]
2000 ]
100 151.0373
1 5931505 1 | ‘ ‘ ‘
s { | L |
0 |"'u" ILIL 'J[ , : l, 0 1 III ||| L]I ||| I|| | ||I |||||||I |I||| I‘||I|II ||i||l |I|||| hllhll
100 200 300 400 500 600 miz 120 140 160 180 nvz
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38 — Caempferol-deoxihexosideo

Intens. -MS2(447.0914), 35.0-87.5eV, 29.3min #8117 Intens. ] -MS2(447.1002), 50.0eV, 8.9min #586
E [ 211.0405
X102 2840319 163099 1 197.0607
] 3000
43 ] 151.0039
; i 183.0448
31 2000
] —— 162.0540 — ]
24 227.0345 1 125.0245 163.0039
] 1000
14 183.0444 ‘ 447.0914 109.0293
: i ' )l
0_ " 4 l 0- |LI] ||..” |.|_u.J
T T T L B L R L R B R ' T T T
100 200 300 400 500 mz 100 120 140 160 180 200 mz
39 — Caempferol-278(1)
Intens. 7 -MS2(563.1404), 36.9-92.2eV, 31.4min #8710| Intens. ] -MS2(563.1404), 36.9-92.2eV, 31.4min #8710
[%6] [%] 3
x104] . 183.0458
4] 279.1077 ]
] 1250
] 284.0327 ] 211.0391
31 1000 -
] . 132.0215
] 278.1027 750
2 ] ]
] 97,0352 500—: 107.0140
14 ]
] 250 3
1 183.0458 T 1 66.7206 90.5299
0 = — L B L B 1 L 0 ]
200 300 400 500 m'z 50 75 100 125 150 175 200 mz
42 — Caempferol-278(ll)
Intens. 1 -MS2(563.1401), 36.9-92.2eV, 33.3min #9227 Intens. 1 -MS2(563.1401),36.9-92.2eV, 33.3min #9227
[%] ] (%] 183.0446
x104
154 2845377 279.1079 ——— 600
5 | 211.0400)
] 400
1.0 132.0206
- 278.1034 .
] 107.0137
054 227.0344 200 - 151.0024
] 563.0401 1 62.9177
] 183.044 | 2 il | | |
0.0 —epmmpepspadapeicey .‘,‘. by L e e e e LI L .l. Tt 0 —+— - et T T -1 r 1 T T * 1
100 200 300 400 500 600 mz 60 80 100 120 140 160 180 200 vz
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43 — Caempferol-214

Intens. ] -MS2(499.0838), 35.0-87.5€V, 33.9min #9403 | Intens. | -MS2(499.0838), 35.0-87.5€V, 33.9min #9403
3000 285.0391 { 61.9881
2500 800
2000 600
1500 | 183.0449
] 227.0339 400
1000 3 1
500 183.0449 4310960 200 1070139 1320215
1 132.0215 L I 1 | 151.0047
0 ' II._..I_l.Ilaln. ; .Il.I N S T - . ’I . 0 |II|. y 1 ' |||I Iw
100 200 300 400 mz 60 80 100 120 140 160 180 200 mz
44 — Caempferol-182
Intens. ] -MS2(467.1925), 35.0-87.5eV, 33.7min #9329 Intens. -MS2(467.1925), 35.0-87.5eV, 33.7min #9329
] I 183.0443
] 300
2000 1
1 285.0395  182:1530 1
1500—: 200
1000 1
1 i 132.0222 159.0462
1 227.0342 199.0404
] 431.0960 100-] 171.0458
500 4 117.0379 :
1 183.0443 1 ‘ ‘
0 T, ..1 b, | —r ol L |III Ly ||l||II|II||||II||I|| I|||||I|||I|Iil|| I |||IJI al il
100 200 300 400 500 mz 100 120 140 160 180 200  mz
8.6.12 — Miricetina O—derivados
54 — Miricitrina(B4) — Miricetina—3—O-ramnosideo
Intens. -MS2(463.0869), 35.0-87.5€V, 25.0min #6920 OH
X105j
2.5
1 316.5224 147.0644 —
2.0
1.5
] |— 146.0590 —
1.0
05 OH
] 271.0242 463-’0869 OH
0.0 —Lepier et e '.1.l L P O —
100 200 300 400 500 Mz
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Intens. |

Intens. 7| -MS2(463.0890), 20.0eV, 7.3min #482 -MS2(463.0890), 20.0eV, 7.3min #482
61 ’ ’ x1047]
x106 ] ] 178.9985
463.0890 ]
34 ]
i * 2.0 7
5] 1.5
i 1.0
14 316.0228 ]
i 0.5—: 151.0035 271.0244
1 . 125.0248
T 0.0 7 i L Ll L Ll L L
0 L LA AL R R B L L B L ’ i D PP AL
100 200 300 400 500 m'z 50 100 150 200 250 mz
Intens6. -MS2(463.0881), 30.0eV, 7.3min #482 Intensli -MS2(463.0881), 30.0eV] 7.3min #482
X109 x10% 7]
] 316.0224 178.9984 271.0244
p 6_
3 l
] 4-
2_
] 151.0033 31940335
p 2_
17 463.0881
] ¢ 7
0- — b T —r— — 0 e ].J.l.h !Ill.I.L.‘.Llll."I..Ll."nj.llll.
100 200 300 400 mz 100 150 200 250 300 mz
'menséj -MS2(463.0874), 40.0eV, 7.3min #482 |menss- -MS2(463.0874), 40.0eV, 7.3min #482
x10' x10° ]
. 316.0221 ] 178.9983
31 1.25 4
] 1.00 ] 151.0033
2- :
- 0.75
1 0.50 4
1 ]
i B 137.0241 214.0265
i 0.25 4 163.0033
3 o || AN T
0 —f=r ..|....|l..l..|.. T B B B A B 0.00 4 Ll I|| ol |II' ! Illll |I| I|||I Lol : ) !
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z 100 120 140 160 180 200 220 240 mz
Intensé_ -MS2(463.0456), 50.0eV, 7.2min #478 Inten55.. -MS2(463.0456), 50.0eV, 7.2min #478
x10°_ 271.0249 X102
i 2.5
1.04 316.0228 ]
. 2.0
0.8 ] 242.0222
i 15] 151.0036 214.0271
0.6 - ]
i . 178.9986
0.4 1'0':
1 ] 137.0244| 164 0112
0.2+ 151.0036 l { 0.5 ‘ ”
0.0 ....,..L.l.,l.l.l'..,l.L‘.‘.,. ||||’ 0'0'I 1l I.| ||I '|'|| |I.|I..||| I|||' .I...I |.II |'"L .|
50 100 150 200 250 300 350 400 450 mz 100 120 140 160 180 200 220 240 mz
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48 — Miricetina—pentosideo(l)

Intens. -MS2(449.0621), 35.0-87.5eV, 23.6min #6541| Intens. ] -MS2(449.0621), 35.0-87.5€V, 23.6min #6541
8000 . 271.0221
— - 500
316.0227 133.0400 -
| 400
6000 ] 178.9991
. 300 287.0198
4000 - 215.0341
] 243.0292
2000 1320336 ——] ]
1 178.9991 271.0221
O—JPW#-FHM...‘,’.I:.L.,. ,,’,
150 200 250 300 350 400 mz 125 150 175 200 225 250 275 mz
51 — Miricetina—pentosideo(ll)
|nten85-j -MS2(449.0754), 40.0eV, 6.9min #458 lnten84: -MS2(449.0754), 40.0eV, 6.9min #458
x10° 1 x10%+
- — 133.0531 —— ] 178.9982
4 ]
] 316.0223 : 151.0034
4 15_
3 ]
] 1.0
5] j
1 1 214.0267
. 132.0482 —— ]
1] 271.0243 0.5 137.0243
] 178.9982 l 1 "
0- | | L el L 2 0.0 IJI . | el
rr{rfrrrtrrrrrorrerr T . T T T T 1 1
150 200 250 300 350 400 mz 100 120 140 160 180 200 220 240  miz
56 — Miricetina—pentosideo(lll)
Intens. ] -MS2(449.0692), 35.0-87.5eV, 26.3min #7304 Intens. -MS2(449.0692), 35.0-87.5eV, 26.3min #7304
x1044 1 271.0233
1.5
] — 133.0474 — 600
. 316.0218 |
1.0
i 287.0175
] | osss 4009 1, o159 213.0188
] 1 189.0175
. 151.0027
0.5 200
] 271.0233
0.0 ey il . —— .’. — OB e e o T o S A A B B
100 200 300 400 mz 125 150 175 200 225 250 275 mz
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91 — Miricetina—215

Intens. -MS2(531.0753), 50.0eV, 7.4min #486 Intens. 7 -MS2(531.0753), 50.0eV, 7.4min #486
X104 316.0224 5000 . 178.9984
1.0 4000 151.0034
0.8 1 ]
] 3000 1
0.6 1 ]
044 20007 137.0238
0.2 271.0242 1000 7 125.0234 163.0040 214.0264
0.0 | 1178]9984 l ¢ 0_: TR A ||| L Lol "
. Trrrfrrrrfrrirrtrrr o111 111 frrrfrrrr i ! i ' !
150 200 250 300 350 400 450 500 mz 120 140 160 180 200 220 240  m7z

46 — Miricetina—455

Intens. | -MS2(771.1972), 43.1-107.8eV, 20.5min #5680 Intens. -MS2(771.1972), 43.1-107.8eV, 20.5min #5680
2000 i
] 271.0233
1 600
1500 4 316.0234 455.1738 ——
] 400 +
1000
1 i 125.0258
1 200
500__ 151.0033 214.0288
1 125.0258 7711972 j [
] I L 387.1697 * 71.0120
04 i N 1 04
bt sttt b Leb b e L Lttt Db L LU A i Dol d s (0 W ] bd) |
100 200 300 400 500 600 700 m'z 50 100 150 200 250 mz
47 — Miricetina—hexosideo
Intens. 4 -MS2(479.0827), 35.0-87.5eV, 22.5min #6237 Intens. 7 -MS2(479.0827),35.0-87.5eV, 22.5min #6237
] 125 271.0275
1500 ]
] 316.0777~ 163.0610 ]
] 100 3 215.0368
] 243.0280
- ] 163.0050
1000 ] 75
i 1 124.0166
] . 186.0289
- 50
500 ]
1 25
7 271.0275 479.0827 ]
0_-. ak l‘“".l"rll.'].J'J:‘L.L‘; WU et I;’lr r 0—-
100 200 300 400 mz 125 150 175 200 225 250 275 mz
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49 — Miricetina—279

Intens. | -MS2(595.1309), 37.9-94.6eV, 23.7min #6564 [ntens. | -MS2(595.1274), 50.0eV, 7.0min #462
x104 — 279.1089 — x10%
1 316.0221 i 271.0247
1.5 0.8
i 0.6
1.0
] 0.4
0.5 ]
| 0.2 178.9985
] 290309 | 125.0244; 54 940 242.0223
] ”l T 214.0268
0.0 gl :1 \ T T T T T T ¢ 0.0-
200 400 600 800 1000 m'z 100 125 150 175 200 225 250 275 miz
50 — Miricetina—202
Intens. ] -MS2(517.0614), 35.5-88.8eV, 24.1min #6687 | Intens. ] -MS2(517.0614), 35.5-88.8eV, 24.1min #6687
] ] 271.0245
] 250
2000 ]
1500 .
] 150 7 214.0247
] . 124.0174
1000 ]
] 243.0290 2870199
500 ]
] 271.0245 449.0743
1 124.0174 L 359.1476
0 1 I : Jll .Jl.i.:llll.. "',L‘L.‘ l.J. .L i, .l ]. —— — ’ .
100 200 300 400 500 miz 100 125 150 175 200 225 250 275 miz
52 — Miricetina—309
Intens. | -MS2(625.1409), 38.8-96.9eV, 22.4min #6209] Intens. | -MS2(625.1409), 38.8-96.9eV, 22.4min #6209
] . 309.1192 400
1500 - 316.0217 ] 287.0201
] 300
1000 200 ] 214.0265
i ] 125.0238
500 ]
] 100 151.0030 178:9962
J L 4 i
41 125.0238 J \ .
0 i ..J-l o aadlally JLl.l L O_-
100 200 300 400 500 600 m/z 125 150 175 200 225 250 275  m&z
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53 — Miricetina—133

|nten54_ -MS2(447.0961), 35.0-87.5eV, 24.7min #6837] Intens. -MS2(447.0961), 35.0-87.5eV, 24.7min #6437
x10% 1 ]
] 133.0504 2500—_ 141.0185
] 316.0222 ]
15 2000
1 1500
107 ] 241.050%71 0237
] —— 132.0456 —— 1000 .
0.5 ] 178.9973
] 141.0185 500
1 I 178.9973 241.0504 ]
0.0 bmrmrmrmpmrmicrmbiepttcttdbp st bl b @ 0]
1 1 1 1 1 1 1 1
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z 100 150 200 250 300 mz
55 — Miricetina—279
Intens. ] -MS2(595.1274),37.9-94.6eV, 25.5min #7055 Intens. 1 -MS2(595.1274),37.9-94.6eV, 25.5min #7055
b ] 271.0245
5000 1 ] 287.0196
. ———— 279.1056 ]
4000 316.0218 4007
] ] 214.0260
y 300 -
3000 4 ] 125.0241
2000 200 1
] ] 161.0241
] 100
1000 1 59511274 ]
1 125.0241 4 ]
0 ,.".J.“.'.'L.*HLL...............1... 0]
100 200 300 400 500 600 m/z 100 150 200 250 m'z
57 — Miricetina—175
IntenSA;_ -MS2(491.0856), 35.0-87.5eV, 27.0min #7485 Intens. 4 -MS2(491.0856), 35.0-87.5eV, 27.0min #7485
x104 | 1000 | 271.0237
1.0 .
] 800 287.0193
0.8 i
) 175.0634
0.6 316.0221 600
) 7111.0080
0.4 - 400
' ] 4 139.0024 187.0402
0.2 200 215.0360
1  111.0080 ]
0.0 . ’ IJ sl pmelabol o 7 . P I. .L . . . . . "I 0 -
100 200 300 400 mz 100 125 150 175 200 225 250 275 mz
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58 — Miricetina—217

Intens‘i: -MS2(533.0916), 36.0-90.0eV, 37.1min #10287 Intens. | -MS2(533.0916), 36.0-90.0eV, 37.1min #10287
x107 ] E
. 217.0695 :
] : 3000 ] 287.0189
3] 316.0221 ] 271.0237
2_: 20007 11 0085
E E 139.0037
] 1000 165.9908
1 1 199.0395 2430291
] 111.0085 1
0 1 i Ii P M ‘.J .l b —— — .‘. 0_-
100 200 300 400 500 mz 100 125 150 175 200 225 250 275  mz
8.6.12 — Quercetina O—derivados
68 — B7 — Quercitrina — Quercetina—3—O—-rhamnoside
Intenss. ] -MS2(447.0928), 35.0-87.5eV, 29.9min #8286
x10° 300.0274 OH
1.5
] HO O
] | OH
1.0
| O
] OH O OH
1 O
0.5
. 271.0244) OH
] 151.0038
0.0 e ”,.Jll Ilfllullflill.”lll”lll ——————— ’I OH
50 100 150 200 250 300 350 400  miz
63 — B6 — Avicularina — Quercetina—3—0O-arabinofuranosideo
Intenss ] -MS2(433.0772),35.0-87.5¢V, 28.4min #7887] Intens. -MS2(433.0772), 35.0-87.5eV, 28.4min #7887
i 4
X0 300.0278 x10%3
] 1.00
1.0 ]
] 0.75 243.0299
] ] 151.0036 199.0397
] 215.0350
0.5
1 271.0248
| 151.0036
0.0 T— ar— Iu! i I.'l. lll. e .L II.I L D M .’. r
50 100 150 200 250 300 350 400 mz 120 140 160 180 200 220 240 mz
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Intenséi -MS2(433.0785), 20.0eV, 8.5min #562 IntensA.r- -MS2(433.0785), 20.0eV, 8.5min #562
x10°3 x104 3
E 1051 178.9984
1.253 ]
] 433.0785 1.00
] 301.0355 PN 1
1.00 5 ]
1 0.75
0.75 ]
] . 151.0038
] 0.50
050 3 ] 271.0243
0_25_: 0.25 ] 125.0247
0.00-....,....,....,......... —————————e——r 0.00' : .,'.‘"". i ,'.ll']. ‘.,I."."|. .IJI!|'.I.":L'.
50 100 150 200 250 300 350 400 450m/z 50 100 150 200 250 mz
Intens. -MS2(433.0776), 35.0eV, 8.5min #562| Intens. | -MS2(433.0776), 35.0eV, 8.5/min #562
%1061 x104
] 300.0278
] 87
l'ZSE 1 151.0039
1.00 67
] i 178.9987
0.75—: 4
] i 243.030(
0.50 1
] 2 25610337
025 121.0298
. 151.0039 1 . '| | | |
0.00 = ..|....,..I..l...."l...'. T, S . 0 r ||I I|II.I Al II " |'.|" I| I|II
50 100 150 200 250 300 350 400  450m/z 100 120 140 160 180 200 220 240 260 miz
Intenss.‘ -MS2(433.0678), 45.0eV, 8.5min #562| Intens. | -MS2(433.0678), 45.0eV, 8.5min 562
x10° | 271.0252 x104 3
6 300.0281 57
44 163.0040
44 ;
34
2 27
] 121.0298 ¢ dh6s
i 151.0038 L 14 ‘
0 PR I l | bl ‘- Il 0 : ||‘. 1 |Il| I| || ||
LENLENL LR DL AL AL AL R DL AL L L DL L L B T LENLEEL L B L LA DL LI | T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350 400 mz 100 120 140 160 180 200 220 240 mz
Intens.— -MS2(433.0793), 50.0eV, 8.5min #562)tens. -MS2(433.0793), 50.0eV, 8.5min #562
x106 1 x10° 3
271.0253 ]
1.25 ]
] 1.25 151.0038
1.00 5 ]
] 1.00
0.75 075 . 227.0349
] - 163.0038
0.50—: 0.50_:
0251 0251 135.0088 1789988 216.0424
] 151.0038 ok “ | | | ‘
0.00 ] . — I.' - I.I .L. iy » .“.1. b b b .‘. — 0.00 ] | " I|I I || |I || | ||I| L II|I|| |I ||| |I| .ll' |||I|I|| I|I||| r |||I
50 100 150 200 250 300 350 400 mz 120 140 160 180 200 220 mz
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69 — Quercetina—pentosideo

Intenss. - -MS2(433.0767), 35.0-87.5eV, 28.5min #7893 IntenSA. -MS2(433.0767), 35.0-87.5eV, 28.5min #7893
X1195_' 300.0273 X107
] 1.00
1.0 0.75 E
] ] 151.0037
1 ] 199.0392
i 0.504 65.0031 215.0348
0.5 -
j 1 108.0215
] 0.25 .
| 151.0037 ]
0.0 I — o IlJII_uI I:LlljllJ.ll i II_ ,J'. e .... r—r— OOO_- el
50 100 150 200 250 300 350 400 miz 50 75 100 125 150 175 200 225  250m/z
59 — Quercetina—455
Intens. -MS2(755.2041), 42.7-106.6eV, 23.2min #6443] Intens. ] -MS2(755.2041), 42.7-106.6eV, 23.2min #6443
8000 - ] 227.0337
400': 215.0353
6000 300.0268 ]
] 271.0240 300
. 108.02
4000 ] 0825.0243 199.0388
200 - 148.0161  178.9963
243.0291 ]
2000 - 100_:
] 227.0337 ]
0 I| |I ||I| " | . 'l. I| I|.I | . dll ., 0-".|||"|
160 180 200 220 240 260 280 300 mz 100 120 140 160 180 200 220 mz
60 — Quercetina—309 (1)
Intens. ] -MS2(609.1443), 38.3-95.7eV, 24.0min #6650 Intens. -MS2(609.1504), 50.0eV, 7.8min #516
1 300.0265 . 255.0299
2000 ]
i 3000
1500 ]
] 2000 4 151.0042
1000 |
] 4 178.9989
] 271.0243 i 125.0244
i 1000
500 243.0297 ] 2270354
] 227.0352 ] | 289.0711 1 .
0L 11 ; i | " ; dd s ; . | ; | . Al I ; 0-
220 240 260 280 300 m'z 100 125 150 175 200 225 250 mz
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61 — Quercetina—309 (Il)

Intens. -MS2(609.1424), 38.3-95.7eV, 26.2min #7271 Intens‘i‘_ -MS2(609.1494), 50.0eV, 8.0min #526
] X107 271.0252
2500 2.0 7
2000 ]
] 1.5
] 243.0289 ]
1500 7 ] 255.0300)
] 1.0
1000 ] 151.0035
500 1000380 227.0345 0.5
] 151.0014 : ]
1107.0129 - 125.0239 L
0_' |n L OO- Ll s it " L I Jn 1
L T . Trrrrrrprrrrp T Trrrrrrrrrr T
100 125 150 175 200 225 250 mz 100 125 150 175 200 225 250 275 miz
62 — Quercetina—279(l)
Intenszi; -M52(579.1346), 37.4-93.4eV, 27.9min #7739 ] Intens. 1 -MS2(579.1338), 50.0eV, 8.6min #567
x10 . 300.0272 ]
] 4000
4—_ ]
] 3000
37 ] 151.0037 75 9984
2] 2000
] ] 125.0244
17 579.1346 1000 137.0254 | 164.0113
] 4 ]
0- r .].'.Ll"l.l.]. . e .l. r—— o' ' “L.J L| I||I 1)
100 200 300 400 500 600 Mz 100 120 140 160 180 200 220 mz
66 — Quercetina—279(ll)
'menSA ] -M52(579.1343), 37.4-93.4eV, 29.0min #3035 htens. -MS2(579.1343), 37.4-93.4eV, 29.0min #8035
x10%] 300.0268 ] 243.0295
1.0 1 ]
j 1500 -
0.8 ]
0.6 10004
0.4 1
i 227.0340
%007 148.0149 199.0392
0.2+ 579.1343 | 187.0406|
' | ¢
(Y NSRS S | 1 T — il L
100 200 300 400 500 600 m'z 120 140 160 180 200 220 240 m'z

130



64 — Quercetina—196

Intens. ] -MS2(496.1546), 35.0-87.5eV, 28.3min #7847  Intens. -MS2(496.1546), 35.0-87.5eV, 28.3min #7847
1 300.0268 ]
] 5000
4000 ] 300.0268
] 4000 5
3000 1
1 3000
2000 ]
] 2000
1000 433.0761 1000 271.0236
] 125.0242 199:0391 l 1 1250002 199.0391 I
0- II_ ' El. -l'.'l'":' l:I-IJ.IIJ.LI.l A l. " RS NS NI .’, 0' |I Jlll .I — lJI L |Iu|I ..l.lll iy L. AL |Il' T —— s,
100 200 300 400 mz 100 150 200 250 300 mv'z
65 — Quercetina—201
Intens4._ -MS2(501.1986), 50.0eV, 8.7min #572|Intens. ] -MS2(501.1986), 50.0eV, 8.7min #572
x10 300.0279 X104: 271.0249
6+ ]
2.0
4 1.5
1 255.0301
| 1.0
2 ] 151.0037
0.54
1 151.0037 1 178.9979
1121.0294
0 --!-‘-I--u--“--l'u---'-----.----.----.----?-- O.O'...“,'....,..L..,'...‘.,..‘.'.,‘]"...‘.,l.l'..|',.|..
150 200 250 300 350 400 450 mz 125 150 175 200 225 250 275 m'z
67 — Quercetina—210
Intens. 1 -MS2(510.0871), 35.3-88.3eV, 29.7min #8224 Intens. -MS2(510.0871), 35.3-88.3eV, 29.7min #8224
] 300.0259 271.0242
2500 600 -
2000_; 243.0291
] 400
1500
1000 447.0928 199.0387
. 200
500 ] 108.0206 45 5160
O:Jl Ilu.-h-uullnll LJ " | I’ fo o A1 PR ||I ul uuib | ulld
100 200 300 400 500 miz 50 100 150 200 250 miz
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70 — Quercetina—214

Intens. i -MS2(515.2113), 35.5-88.6eV, 30.0min #8321
4000
1 214.1783
3000 4 301.0330
2000
1000 -
] 447.0922
0- —t .u.".'llf"l'.l.ll.‘. —— .l. - |"
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95 — Metilquercetina—455
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73 — Metilguercetina—hexosideo
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74 — Metilquercetina
Intens[i: -M52(315.0524), 50.0eV, 12.1min #798]  Intens. -MS2(315.0369), 35.0-87.5eV, 38.5min #10653
X107 7 243.0298 1 227.0353
. 400 1 151.0038
1.00 ]
300 7 108.0202
0.75 . 164.0120
] 200
1 ] 135.0096
0.50 199.0400
1 148.0163 227.0346 ] 185.0234
0.25 100
1 108.0212 i
] 133.0300 ]
0.00 - 0
100 120 140 160 180 200 220 240 mz 80 100 120 140 160 180 200 220 miz
99 — 7,4'-Dimetoxi—5-hidroxiflavanona—203
Intens‘i: MS2(503.1562), 30.0eV, 11.7min #774| Intens. -MS2(503.1562), 30.0eV, 11.7min #774
i 4 ]
x10%3 284.0692 X107 284.0692
4 4]
31 31 299.0925
2—: 2]
13 503.1562 17
] l V'S ] 225.0558 241.0507 | |
0] L | . I 1 . 1
L T T T T T —r oot oo T T T T ! T T T T
100 200 300 400 500 'z 200 220 240 260 280 300 mz

134




75 — Bauhiniastatina 2
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8.3- Cromatograma e espectros de Ressonancia Magnética

Nuclear 1D e 2D

8.3.1 — Cromatograma do trapeamento — LC-SPE
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8.3.2 — Espectro de hidrogénio — B4 — Miricetina 3—O-ramnosideo
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8.3.3 — Espectro HSQC — B4 — Miricetina 3—O—-ramnosideo
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8.3.4 — Espectro de COSY - B6 — Avicularina
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8.3.5 — Espectro HSQC — B6 — Avicularina
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8.3.6 — Espectro COSY — B7 — Quercitrina
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8.3.7 — Espectro HSQC — B7 — Quercitrina
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8.3.8 — Espectro COSY - B8 — Juglanina
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8.3.9 — Espectro HSQC — B8 — Juglanina
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8.3.10 — Espectro COSY - B9 - Afzelina
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8.3.11 — Espectro HSQC — B9 - Afzelina
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8.3.12 — Espectro COSY — B12 — Bauhiniastatina 2
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8.3.13 — Espectro HSQC — B12 — Bauhiniastatina 2
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8.3.14 — Espectro HMBC — B12 — Bauhiniastatina 2
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