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RESUMO

Esta tese tem como proposta principal o desenvehionde no-
vos métodos analiticos para a determinacdo destitidasses de meta-
bolitos secundarios (triterpenos, flavonois e tasjnpresentes em 111
individuos deMaytenus ilicifolia (espinheira-santa) contidos em um
Banco Ativo de Germoplasma (BAG). A determinacée tliterpenos,
friedelan-3-ol e friedelin, em extratos ti& ililifolia, foi realizada em
um cromatografo gasoso com detector de ionizagéchama (GC-FID,
do inglésgas chromatography witfiame ionization detectdpre teve
como principal objetivo, aumentar a frequénciarimsental empregan-
do, pela primeira vez, injegcdes multiplas em umaaioorrida (MISER,
do inglésmultiple injections in a single experimental Jufoi possivel
realizar trés injecdes de individuos diferentes eldgatos deM. ilicifo-
lia em uma mesma corrida, utilizando o método com NRISEIjo tem-
po de andlise foi inferior a dez minutos. Obserseuim aumento na
frequéncia instrumental com um fator de 2,5 vezemdo comparado
com o método de injecdo simples. Este método erapdegMISER
apresentou resultados satisfatérios para os pad@srde validacdo e a
concentracao de friedelan-3-ol variou entre 2,8a3G7g" e para friede-
lin entre 2,3-2,5 mg 4§ A determinacéo de flavonéis com o auxilio do
planejamento de experimentos (DOE, do inglésign of experiment
foi realizada em um eletroforese capilar de zonm aetector de
ultravioleta-visivel (CZE-UV/Vis, do inglés capillary zone
electrophoresis with ultraviolet-visible detecto©® método mostrou-se
eficiente para a separacao dos analitos com unoteimpnalise inferior
a trés minutos. O emprego do DOE permitiu otim@aprocedimentos
de preparo de amostra e de separacgdo eletrofor®icparametros de
validagcao do método demonstraram bons resultagosagrimeira vez,
a determinacao dos flavonais glicosilados a pddtir agliconas, querce-
tina e canferol, permitiu avaliar as diferentescemtracées dos flavo-
nois em distintos individuos dd. ilicifolia, cujas concentracdes varia-
ram entre 0,29-0,33 mg'gpara o canferol e 0,25 — 0,32 m§ para a
guercetina. A avaliacdo qualitativa dos taninosgmées em diferentes
individuos de M. ilicifolia foi realizada utilizando a técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometrinagsas em “tandem”
(LC-MS/MS, do inglés liquid chromatography tandem mass
spectrometry detectpra qual permitiu identificar 13 analitos quando
comparados com dados apresentados na literatuien éde quantificar
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estes compostos, utilizou-se o0 método espectrofitan da vanilina e

a concentragdo dos taninos nos diferentes indigidumalisados variou
entre 7,7 a 11,6 mg'g Os métodos desenvolvidos permitiram avaliar
uma grande quantidade de amostrasMdellicifolia, as quais foram
submetidas as mesmas condi¢cdes ambientais (clanaigeograficas).
Este trabalho permitiu ainda avaliar que os difiemetabdlitos se-
cundarios presentes em extratos de folhdd.décifolia ndo apresenta-
vam correlacdo com a morfologia foliar quanto asenea de aculeos
(espinhos), facilitando a escolha de espécies@desenvolvimento de
uma nova cultivar.

Palavras-chave: friedelan-3-ol, friedelin, MISER, GC-FID, canfeyol
quercetina, DOE, CZE-UV, taninos, LC-MS/MS, aculeos
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ABSTRACT

This thesis is mainly aimed at the development e rnalytical me-
thods for the determination of three subclasseseobndary metabolites
(triterpenes, flavonols, and tannins) present i different individuals
from Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) contained in an active
germplasm bank (BAG). The determination of triterpg friedelan-3-ol
and friedelin, in extracts d¥l. ililifolia were performed on a gas chro-
matograph with flame ionization detector (GC-FIDjdaaimed to in-
crease the frequency employing instrumental, ferfitst time, multiple
injections in a single run (MISER). It was possilbée perform three
different injections of extracts &fl. ilicifolia in the same run, using the
method with MISER, whose analysis time was less ttea minutes.
There was an increase in instrumental frequency tagtor of 2.5 times
when compared to the single injection method. MIS&ERploying this
method has produced satisfactory results for tHielatoon parameters
and the concentration of friedelan-3-ol ranged 2@ to 3.7 mg ¢
and friedelin between 2.3-2.5 mg.gThe determination of flavonols
with assistance from design of experiments (DOE3 pexformed on a
capillary zone electrophoresis with UV-Visible deta (CZE-UV/VIS).
The method proved to be efficient for the sepanatibanalytes with a
analysis time of less than three minutes. The o6&OE allowed op-
timize procedures for sample preparation and elphtiretic separation.
The validation parameters of the method showed gesdlts and the
determination of flavonol glycosides from the aglyes, quercetin and
kaempferol, allowed to study different concentnagicof flavonols in
different individuals ofM. ilicifolia, whose concentrations ranged from
0.29 to 0 33 mg G for kaempferol and 0.25 to 0.32 m{ fpr quercetin.
Qualitative evaluation of tannins present in défar individuals from
M. ilicifolia was performed using liquid chromatography coupied
mass spectrometry in "tandem” (LC-MS/MS), whicloakd the identi-
fication of 13 analytes as compared to data shaowliterature. In order
to quantify these compounds, it was used the spgawdtometric me-
thod vanillin and tannin concentration subjectgyehfrom 7.7 to 11.6
mg g*. The developed methods allowed evaluating a latgeber of
samples oM. ilicifolia, which were subjected to the same environmen-
tal conditions (climate and geography). This statlpwed evaluating
the secondary metabolites present in extracts aveke ofM. ilicifolia
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showed no correlation with the leaf morphology dhd presence of
thorns, facilitating the choice of the species ttee development of a
new cultivar.

Key-words: friedelan-3-ol, friedelin, MISER, GC-FID, kaempféro
quercetin, DOE, CZE-UV, tannin, LC-MS/MS, thorns
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CAPITULO 1. INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA
1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma grande diversidade de glanéalicinais
em sua flora, sendo uma das fontes mais ricas tixialaom atividade
farmacoldgica crompovada, a qual € muito utilizadanedicina popu-
lar. Além disso, é uma excelente matéria-prima panaercado farma-
céutico.

Conforme o artigo 2, inciso XVI, da Resolucdo RD}CL4 de 31
de mar¢o de 2010 da Agéncia Nacional de Vigilageiaitaria (ANVI-
SA), define-se “planta medicinal” como sendo umapéeie vegetal,
cultivada ou néo, utilizada com propositos terapéat (BRASIL, 2010)

O desenvolvimento de pesquisas na area de plarddiinais
tem aumentado nos Ultimos anos, pois, além de exieesmenor custo
de obtencéo, sdo menos severos quando comparaiogediramentos
sintéticos(RIBEIRO; LEITE; DANTAS-BARROS, 2005)O potencial tera-
péutico das plantas medicinais e de alguns de smsituintes, tais
como flavonoides, alcalbides, triterpenos, sestpéteos, taninos e
cumarinas ja foram comprovados em diversos engaéslinicos com
animais(MAIORANO et al., 2005; RUDNICKI et al., 2007; CREANI et
al., 2009) Nesse contexto, a Presidéncia da Republica assifecreto
n° 5.813 de 22 de junho de 2006, referente a f@alNacional de Plan-
tas Medicinais e Fitoterapicos”, que visa o incgnéi pesquisa e desen-
volvimento com relacdo ao uso de plantas mediciadigoterapicos,
valorizando a biodiversidade do p&fASIL, 2006)

Um exemplo de planta medicinal que vem sendo edtudaa
Maytenus ilicifolia popularmente conhecida como espinheira-santa
devido a presenca de aculeos foliares (espinhega gropriedade me-
dicinal gastroprotetora. Esta planta é nativa dgdcesul do Brasil e
atualmente foi eleita pelo Governo do Estado déaSaatarina median-
te a Lei n® 15.674, de 15 de dezembro de 2011, qodamta medicinal
simbolo do Estad(SANTA CATARINA, 2011)

A crescente exploracdo de plantas em populacbesnatesta
espécie, sem critérios de manejo adequados, pattarggromovendo a
perda na variabilidade genética. Desse modo, fawmeessario a gera-
¢do de critérios técnico-cientificos para o mangjstentavel dessas
populacdes, uma vez que seu cultivo visaria o &itawento econdmi-
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co, inclusive como matéria-prima para a indUstra ndedicamentos
fitoterdpico YARIWAKE et al., 2005; RIBEIRO et al., 2010)

A presenca de diversos aculeos nas folhad.dlcifolia dificul-
ta a colheita e 0 seu manuseio, o que também pemextrativismo de
forma errdnea e destrutiva. Isso ndo esta apenaacamdo a extingdo
da espécie, como oportuniza a colheita de esp#miesas ou toxicas,
tais comoMaytenus aquifoliugmMaytenus obtusifoligvlaytenus robus-
ta, Maytenus imbricataZollernia ilicifolia, entre outras muito seme-
Ihantes aM. ilicifolia (GONZALEZ et al., 2001; DE ANDRADE et al., 2007;
DE SOUZA e SILVA et al., 2007)Desta forma, estudos estdo sendo reali-
zados a fim de se produzir uma nova cultivaMidlicifolia desprovi-
das ou com menor quantidade de aculeos, para fpudeséacil manu-
seio, estimulando o cultivo como importante foneerdnda e conse-
gquentemente reducdo do extrativismo atual.

O projeto de pesquisa intitulado “SelecdoMigytenus ilicifolia
(espinheira-santa) rica em principios bioativosten@ada de aculeos
foliares para viabilizar o cultivo de variedades f@eil colheita”
coordenado pela EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agrapac e
Extenséo Rural de Santa Catarina) — Estacdo Expetainde Itajai, SC,
em parceria com o Departamento de Quimica da Wsidassde Federal
de Santa Catarina, tem como principal objetivo atargzar cada
individuo deM. ilicifolia desprovida dos aculeos foliares, mas plena dos
principios bioativos requeridos da espécie, pargaaento de uma
nova cultivar. A EPAGRI apresenta um Banco AtivoGlermoplasma
(BAG) de M. ilicifolia e este projeto vigente ampliara o campo para
estudos de melhoramento genético da espécie. Tatgim permitird a
expansao do cultivo de espinheira-santa, subdiituia pratica do
extrativismo; garantia de renda a propriedade jwsalvamento da
espécie botanica e padroniza¢do da matéria-priiiead na industria
farmacéutica com consequente valorizacdo do prodidotudo, € ne-
cessario o monitoramento de compostos marcadosts deva cultivar
a fim de verificar se as propriedades da mesma&ggondem a planta
nativa.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Maytenus ilicifolia

A diversidade de plantas presentes no Brasil, emog de estru-
tura e propriedades fisico-quimicas e biol6gicasmite o estudo de
seus principios ativos no tratamento de algumasgdsebem como o
desenvolvimento de novos farmacos. Um caso repmsen sdo as
plantas da familia Celastraceae, que apresentgytande variedade de
atividades farmacoldgicas, tais como, antirreuraatmtitumoral, anti-
ulcerogénica e anti-inflamatérileESSUTO et al., 2009; MOSSI et al.,
2010)

SegundcCarvalho-Okano (1992p génerdVlaytenugrepresentante
da familia Celastraceae) é constituido por 225csp& esta represen-
tado, no Brasil, por 77 espécies e 14 variedadehjimdo representan-
tes arboreos, arbustivos e subarbustivobl. Alicifolia esta enquadrada
na seca@®xyphylla cuja caracteristica é a presenca de aculeosrdo bo
foliar e muitas vezes pode ser confundida cdvh aquifolium cujo
nome comum também é espinheira-santa, a diferemgaimieira espé-
cie em relagdo a segunda ocorre pela presencatries ésngitudinais
em seus ramoE MAGALHAES, 2002; MARIOT; BARBIERI, 2007) A
Figura 1.1 ilustra os ramos d&. ilicifolia, bem como os detalhes do
bordo foliar contendo os aculeos.

Figura 1.

1 Maytenus ilicifolia
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O valor terapéutico dl. ilicifolia é atribuido aos metabdlitos
secundarios, especificamente os triterpenos (lire@efriedelan-3-ol),
0s quais sdo considerados marcadores quinfidQEGAS; LANCAS;
CERVI, 1994) bem como aos polifendis (flavonadis e taninosinpostos
muito estudados e relacionados a atividade adtoxeé da planta
(SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-CUNHA; COLACO, 2009; NEGR
POSSAMAI; NAKASHIMA, 2009) Um estudo realizado p@ipriani et al.
(2009) concluiu que o &cido poligalacturénico presentdvnadlicifolia
também apresentou acdo antiulcerogénioege et al. (2004fambém
avaliaram a atividade antiulcerogénica e anti-m#gbdria a partir dos
extratos hexanico e de acetato de etilavddlicifolia e obtiveram os
triterpenos friedelan-3-ona e friedelap-@ e ainda alguns taninos con-
densados e flavondides como principios ativos, eds@mmente. Ja
Baggio et al. (2007pbservaram que as fragdes etandlicas ricas e flav
noides (catequina e epicatequina) de espinheita-gaoporcionaram
bons resultados na reducéo de Ulcera gastrica.

2.2 METABOLITOS SECUNDARIOS

O metabolismo de uma planta compreende um conpimtea-
¢bes quimicas que ocorrem no interior das célpadendo ser classifi-
cado como primario, o qual ocorre em todas as gdartujas reacdes
envolvem aminodcidos, lipideos e carboidratosneetabolismo secun-
dario, com reagdes quimicas diferenciadas, cafsiitas e intrinsecas
de acordo com a espéc¢iEOS SANTOS, 2010)

Os metabdlitos secundarios tem uma importante €unca
bioldgica, atuam no mecanismo de polinizacdo e sdefeontra
predadores e doencas agindo como antibidticodiagitos e antivi-
rais, a fim de proteger as plantas de agentes éritay e na defesa
contra o0 estresse abibtico, isto é, a exposicaad@gao ultravioleta.
Além de defesa quimica e fisica, algumas plantas&s caracteristicas
mecanicas e morfologicas para a protecao, tais ammaxzuleos e pélos
urticantes (CUNICO et al., 2002; WINK, 2006; MAZID; KHAN;
MOHAMMAD, 2011). Muitos desses compostos podem apresentar pro-
priedades terapéuticas sendo denominados de pomeifivos, os quais
sdo empregados em produtos farmacoldgicos. Alérsodisarios
metabdlitos secundéarios, tais como, alcaldides, ocarinas,
flavonoides, quinonas, lighanas, esterdides e réiges tém sido
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empregado na industria de corantes, aromas e f@gdWERPOORTE;
CONTIN; MEMELINK, 2002; FUMAGALI et al., 2008)

2.2.1 Terpenos

Os principais grupos de metabdlitos secundérics ptintas em
geral, sdo os compostos terpénicos, fendlicos mwgpostos contendo
enxofre e nitrogénio, sendo que o primeiro comp®eadr classe dos
metabdlitos secundérios.

Os compostos terpénicos comumente se encontrammrma fde
hidrocarbonetos ciclicos, podendo possuir ou néatumacdes. A no-
menclatura dos terpenos depende do ndimero de caripoesentes em
sua estrutura, os quais podem ser divididos nasirgeg subclasses:
monoterpenos (fg), sesquiterpenos (€}, diterpenos (&), triterpenos
(Cs0) e politerpenos ((§n). A biossintese dos compostos terpénicos
pode ser observada na Figura 1.2, onde a partiodensacédo alddlica
de acetil-coenzima A com acetoacetil-CoA obtém-getermediario 3-
hidréxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que sofre wmhidrdlise for-
mando o acido mevalbénico. Este Ultimo é convertédo isopentenil
pirofosfato (IPP), que é a base da cadeia carb&dsaterpenos e
esterdides. Esta molécula de IPP e seu isbmerimetildlil-pirofosfato
(DMAPP) formam o composttyans geranil-pirofosfato (GPP), o qual
origina os monoterpenos. Deste modo, é possiveredasque a partir
de duas unidades de IPP se obtém o composto fapitefisfato
(FPP), intermediario dos sesquiterpenos, esqualentigterpenos. E
ainda, com trés unidades de IPP € possivel obitgemnediario geranil-
geranil-pirofosfato (GGPP) precursor dos di, tetrpoliterpenogMC-
GARVEY e CROTEAU, 1995; DE AGUIAR, 2003)
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Figura 1.2.Biossintese dos compostos terpénicos a partirido atevalénico.
Os nameros 1X, 2X e 3X indicam as unidades de IPP.

Ac- CoA CH;

ﬁ Ac CoA
A < HOL M :>\/\ v
S-Coa ——> Acetoacetil- CoA—— 2 OH —»HZC opp

H,C
HMG-CoA Acido Mevalonico

acetil-coenzima A

{ J
I

CondensacdoAlddlica

_->Hemiterpenos

\ OPP
HC S
— CH, ~——= Monoterpenos
2X )
d
" GPP
e T
p CH,
opp —> Sesquiterpenos
\ CHy, ~Ho Esqualeno
H,C ¢
FPP Triterpenos
CH, —> Diterpenos
| —  Fitoenos
|c1-g\ CHN-OPP X l
AN Tetraterpenos
HC™ CH
GGPP Politerpenos

— Poliprendis
Fonte: adaptado de MCGARVEY; CROTEAU, 1995.

2.2.1.1 Triterpenos

Os triterpenos tém despertado um grande intereas@zio da
descoberta do seu potencial farmacoldgico, com éméasn atividades
terapéuticas, tais como: anticancer, anti-inflanm@t@mntiviral, antibac-
teriano, antifingico, antioxidante e antiulcerogérilORGE et al., 2004;
VELLOSA et al., 2006)

Estes compostos séo sintetizados pelas plantasneior dos
precursores aciclicos ded®u do esqualeno e sdo formados por enzi-
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mas denominadas de terpenos sintases. Estes compastabundantes
no reino vegetal e podem ser aplicados comercidémem polimeros,
fibras, colas e cerd¥IN, 2012).

Muitos triterpenos séo tetraciclicos ou pentaaisliporém com-
postos aciciclicos, mono, bi, tri e hexaciclicosfgéam isolados. As
caracteristicas estruturais dos triterpenos egfi@gionadas aos grupos
0s quais os triterpenos pertencem. Nas diferesigicees déMaytenus
spp, encontram-se os friedelanos, oleananos, lupaacmeranos e
ursanos, muitos apresentam atividades farmacokgicano antitumo-
ral, antioxidante, espermicida e antiulcerogériita FAZIO; MATSU-
DA, 2004; NUNES et al., 2005Pestaque para a espébleilicifolia, que
segundovilegas, Langas e Cervi (19949s compostos friedelin e friede-
lan-3-ol, além de apresentarem atividade antiutg@riza, sdo denomi-
nados os marcadores quimiotaxondémicos desta pl#iéen destes
triterpenos,Dos Santos et al. (201@ambém encontraram os triterpenos
quinonemetideos maytenina e pristimerina. A Figlu& apresenta a
estrutura quimica dos principais triterpenos emaolas naV. ilicifolia.
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Figura 1.3. Triterpenos encontrados na plama ilicifolia (a) friedelin e (b)
friedelan-3-ol.

Hs

Hs
Fonte: Nossack et al., 2000.

2.2.2 Compostos Fendlicos

Outros compostos presentes em grande quantidadelar#ss
medicinais sdo os polifendis, que agem como auldmtes atuando na
defesa contra os radicais livres em doengas comard®vasculares, o
cancer e outras doencas degenerativas. Do pontastdefisioldgico
para a planta, os compostos fendélicos atuam ncigresto, reproducéo
das plantas e, além disso, contribuem para astedsdicas sensoriais e
coloracao de frutas e vegetais. Os compostos GEsdlpodem ser
classificados como &cidos fendlicos, estilbenamainas e flavonoides
(BEHLING et al, 2004; BIESAGA, 2011)
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A Figura 1.4 ilustra a rota biossintética para seontéo de algu-
mas classes de compostos fendlicos, os quais saados por algumas
reacdes enzimaticas.

Figura 1.4.Rota biossintética para a origem de diferentesetade compostos
fendlicos.

Acido chiguimico Fenilalanina Acido cinamico 4-cumaroi-CoA Maloni-CoA Acido maldnico
COOH

OH COOH
N\_COOH b H>< ‘o 0
" Ncoscon — /K)L — Acei-Coenzima A
- - - | HO OH
HO OH  Hooc™ “nw,
COSCoA
o L0l A
Ho. OHl O Narigenina chalcona

Nargerina

30H-flavanonas
(dihidrfiavondis)

'0-Glc-O-Ra-pCumaroil

Antocianinas

oH 0
Proantocianidinas
Taninos Condensados

* Os nimeros sob as setas representam rea¢desainasn1-CHS (chalcona sintase); 2
— CHI (chalcona isomerase); 3 — F3H (flavanonadBehilase; 4 — F3'H (flavonoide-3-
hidroxilase); 5 — FLS (flavonol sintase); 6 — DRfh({droflavonol redutase) e 7 — LDOX
— leucoantocianidina dioxigense).

Fonte: adaptado de BURBULIS; WINKEL-SHIRLEY, 1999.

De maneira geral, a biossintese de compostos desdliais co-
mo os flavondis, flavanonas, taninos e antocianéma®lve a condensa-
¢do de uma unidade de 4-cumaroil-CoA e de trésade&l de malonil—
CoA. O produto desta reacdo é a narigenina chalaprea sofre uma
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ciclizacdo originando a narigenina. Com isso, dirpde reacfes de
hidroxilagcdo ou de seus derivados funcionais (éstetteres, glicosi-
deos, entre outros) é possivel obter diferentessetade compostos
fendlicos(JOHANN, 2003; ZUANAZZI e MONTANHA, 201Q)

Uma importante classe dos compostos fendlicolasse dos
flavonoides, os quais podem ser utilizados comacatares quimiota-
xondmicos, isto é, estdo relacionados a espedifieicem algumas espé-
cies; e ainda, podem ser utilizados na determindgdparentesco de
hibridos e em determinacdo de novas cultivdksRKHAM, 1989).
Dentro desta classe destacam-se duas subclagkesflavonadis e tani-
nos.

2.2.2.1 Flavonois

Os flavonois sdo uma subclasse dos flavonoides, estrutura
molecular é derivada dos anéis bepzmrona, na qual consiste na liga-
¢ao entre os anéis fendlicos e pirona, conformardua Figura 1.5. Os
flavonéis apresentam grupos hidroxila nas posiéds 7, 3', 4’ e 5.
Dentre as substituices dos grupos hidroxilas podesncontrar grupos
metila, acetila, sulfatos ou grupos glicosidiosgaais sao ligados por
meio de uma ligagdo hemiacetal originada atravésligiegao O-
glicosideo (C-3), facilmente quebrada por uma Higkdacida ouC-
glicosideo (C-7). Vérias sdo as moléculas de adigadas aos flavo-
nois, por exemplo, L-ramnose, D-glicose, glucoragenagalactose, ou
arabinose. Os flavonois sdo denominados de flagogticosilados
quando esses contém uma ou mais moléculas de goiicglicésidos,
em caso de uma porgdo de glicose), ou ainda poeledesominados de
agliconas quando nenhum grupo agucar esta prgsBWMSTEEN, 2002;
DANTULURI et al., 2005; RIJKE et al., 2006)
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Figura 1.5. Estrutura base dos flavonoides e sua humeragéo.
5

o)

Fonte: adaptado de ZUANAZZI; MONTANHA, 2010.

Os flavondis majoritarios encontrados na espécibl diicifolia
séo os derivados mono-, di-, tri- e tetraglicogilade quercetina, canfe-
rol e miricetina(TIBERTI et al, 2007; DE SOUZA et al. 2008dstudos
mostram uma correlagao entre as atividades atdiriaftoria e antiulce-
rogénica com a presenca de flavonoides nos extdatedolhas dév.
ilicifolia (JORGE et al., 2004)Assim como no estudo realizado peite
et al (2010) que observaram a a¢do gastroprotetora do trgjtlao fla-
vbnico mauritianina e de um derivado tetraglicailade canferol. A
Figura 1.6 ilustra a estrutura de dois flavondigonii@rios presentes na
M. ilicifolia.
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Figura 1.6. Estrutura dos flavonois majoritarios NA ilicifolia. (a) canferol e
(b) quercetina.

OH
(a)
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“SOH
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(b) OH
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Fonte: DE SOUZA et al., 2008b.

2.2.2.2 Taninos

Os taninos sdo moléculas de elevada massa maartein per-
tencem ao grupo dos flavonoides, e, assim comdawsrfdis, estes
possuem propriedades antioxidantes. Além disso,tapénos tém
propriedades cicatrizantes, devido a sua capacigade promover a
precipitacao de proteinas, o que da origem a umada protetora que
pode melhorar o processo regeneratiM® SOUZA et al., 2008b)

Os taninos podem ser classificados como taninodermados,
0s quais podem ser formados por cadeias oligonséduapoliméricas
de unidades de flavan-3-ol, os quais sé&o ligadve es carbonos £ g
ou G-Cg (proantocianidinas). Estes taninos sdo mais eraxog nas
plantas na forma de procianidinas, que sdo dersvaldocatequina e
epicatequina e pode conter ligagbes de ésterexide galico. Estes
compostos apresentam atividade antimicrobianaalargica e antioxi-
dante. Além disso, devido a presenca de inidmerggogr hidroxila,
esses compostos tém a capacidade de formarem ocm®mem ions
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metélicos, proteinas e polissacaridéR@MANI et al., 2006; AL-JABER;
AWAAD; MOSES, 2011) Ou ainda, podem ser classificados como tani-
nos hidrolisaveis, que séo formados por carboidrageralmente D-
glicose, cuja hidroxila pode estar esterificada @asrgrupos fendlicos
do &cido elagico (elagitaninos) ou acido galicdq@gainos)(BOSSU et

al., 2006)

O trabalho realizado p&essuto et al (20089presentou um estu-
do sobre o potencial antioxidante Mailicifolia avaliando sua fracéo de
acetato de etila e os resultados demonstraram gua eapacidade anti-
oxidante se deve também a presenca dos taninogrsatbs epicate-
quina-($—38)-catequina (procianidina ;B e epicatequina-(#-8)-
epicatequina (procianidina;B A estrutura destes taninos condensados
pode ser observada na Figura 1.7.

Figura 1.7. Taninos condensados encontrado$/ndlicifolia. (a) epicatequina-
(4p—8)-catequina (procianidina B (b) epicatequina-@3—8)-epicatequina
(procianidina B).

OH
Fonte: Pessuto et al., (2009).
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2.3 TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE META-
BOLITOS SECUNDARIOS

A disponibilidade de métodos analiticos validadodeégrande
importancia para a garantia e o controle da quadidte fitoterapicos, e
€ exigido pelas autoridades sanitarias brasilgieaa fins de registro.
(BRASIL, 2004; NETTO et al., 2006)

Diversos métodos sdo descritos na literatura padiisa de me-
tabolitos secundéarios em diferentes plantas. Muitos métodos séo
complexos, laboriosos, e exigem uma demanda desmxielevada.
Mesmo assim, estes métodos ja estabelecidos deretonsados como
ponto de partida para a analise dos marcadores deteeminada plan-
ta. Contudo, ainda existe a necessidade de desaneato de novos
métodos para fins de monitoramento desses marcadoagaliagcdo da
gualidade de plantas, que combinem a obtencéosdé#ados satisfato-
rios com procedimentos simplificados e de custaampenal reduzido.
Dentre os métodos analiticos encontrados na litergtara a determina-
¢ao destes marcadores, podemos citar alguns crgrafwos, eletrofo-
réticos e espectrofotométricos, listados na Tabefaimportante ressal-
tar que todos serdo abordados separadamente ribbdosaposteriores.



Tabela 1. 1Alguns métodos analiticos de separagdo para awiatagzdo de metabdliso secundariosMaytenus spp

TECNICA
PREPARO DE ANALITICA ~ -
PLANTA ANALITOS AMOSTRA (tempo de OBSERVACOES REFERENCIA
analise)
Extrato hexanico no Preparo de amostra simples;
M. aquifolium Friedelin ultrassom por 1 min); HTGC-FID* consumo excessivo de rea- NOSSACK et al.,
-adq e Friedelan-3-0l  SPE (MgO-SiOH); (t=5 min) gentes; analise instrumental 2000.
Eluicdo com CHG rapida.
Extracio por fluido Preparo de amostra sem
I Friedelin &ao p GC-MS degradacdo evidente, ndo  MOSSI et al.,
M. ilicifolia . supercritico com C9 _ . oo
e Friedelan-3-ol - . (t= 90 min) téxico; tempo de preparo e 2010
(t =90 min). PR
andlise instrumental longos.
Derivados de El_xtrz-ito hldrom~etano- CE-UV/Vis* Tempos d,el_pre_paro de amlos- |
M. ilicifolia canferol e querce- |co,.macera(;ao por (t = 30 min) tra e analise instrumental DIAGONE et al.,
: . 30 min a 50°C; extra- longos. 2012.
tina .
to filtrado.
Preparo de amostra simples;
Extrato aquoso 10% HPLC- detectabilidade satisfatoria;
M. ilicifolia Catequina e epi- (m/v); (t=15 min UV/Vis* tempo de andlise instrumen- SOARES et al.,
' catequina infuso). (t=30 min) tal longo; 2004.

baixa resolucéo.

*HTGC-FID (do ingléshigh temperature capillary gas chromatograph@E-UV/Vis (do inglescapillary electrophoresis with ultraviolet-visibtietec-
tor); HPLC-UV/Vis (do ingléshigh performance liquid chromatography with ultralét-visible detectgr



Com isso, esta tese tem como proposta principaser/olvi-
mento de novos métodos analiticos para a deter&onde trés subclas-
ses de metabdlitos secundarios (triterpenos, flagantaninos), presen-
tes em 111 individuos diferentes Ml ilicifolia contidos no BAG da
EPAGRI de latajai, SC. Estes metabdlitos sédo cereiths marcadores
guimicos importantes para o desenvolvimento de oma cultivar.
Estas trés subclasses séo relevantes para a pedpéeieM. ilicifolia,
uma vez que estdo relacionados a sua autenticglsidgca, protecao
contra a radiacao ultravioleta e resisténcia agesids, além de apresen-
tarem beneficios a saude. Ainda, verificar se héelagdo destes meta-
bolitos com a presenca de aculeos foliares.
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CAPITULO 2. Desenvolvimento de método para determiacdo dos
triterpenos friedelin e friedelan-3-ol em folhas deM.
ilicifolia por cromatografia gasosa usando injecdes
multiplas

1 INTRODUCAO

A cromatografia gasosa (GC, do ingtfss chromatographytem
sido utilizada para a andlise qualitativa e quatitdh de compostos
organicos volateis e semi-volateis e tem demonstraghtagens em
termos de sensibilidade e resolugcdo em analisesteras complexas, 0
gue demonstra a seletividade da técri®@NTOS; GALCERAN, 2001;
LEHOTAY; HAJSLOVA, 2002; BANICERU; MANDA; POPESCU2011)
Algumas caracteristicas notaveis desta técnicaus@ boa separacdo
dos analitos em misturas complexas, alta precisimplicidade
instrumental e disponibilidade de varios sistemasdéteccdo, seja
universal ou especifico, contribuindo para o useegaizado da técnica
nas areas académica e industtisHOTAY; HAJSLOVA, 2002)

A procura por métodos que proporcionam um elevado
rendimento instrumental, isto €, que aumentem a thx geracéo de
dados em um curto periodo de tempo, é uma forgeznmiportante no
desenvolvimento de métodos analiticos. Isto reguftamenores custos
por andlise, reducdo do tempo gasto pelo anahsta) de operacdo
minima do equipamentgBEREZKIN; LAPIN; MALYUKOVA, 2001;
MASTOVSKA; LEHOTAY, 2003; DONATO et al., 2007Para laboratérios
com um elevado numero de andlises diarias, a setigsi métodos de
andlise deve levar em conta dois fatores essenmaisétodo de
separagdo e 0 preparo das amostras, com 0 obgé#veeparar 0s
componentes mais criticos e aplicar procedimenficiegtes para o
preparo da amostra a ser analisadaTISOVA; DOMOTOROVA, 2003;
TRANCHIDA et al., 2007)

Nos ultimos anos, tem sido observado um avanco na
instrumentacdo de cromatdgrafos gasosos comerdaig, injetores
automaticos de alta velocidade, controladoreséelietns de pressédo de
gas, sistemas rpidos para aquecimento e arrefgcingo forno,
sistemas de detec¢cdo mais rapidos e reprodutigefivearesdedicados
para controlar estes dispositiv@BICCHI et al., 2005) Diante destes
melhoramentos instrumentais, numerosos trabalhmnfgublicados
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mostrando diferentes estratégias para reduzir pdetas analises. Estes
incluem o uso de rapidos programas de temperatoraceunas
especiaigxu et al., 2008) 0s sistemas de inje¢cdo com valvulas especiais
de injecdo combinadas com um programa de tempareipido(REID;
MCBRADY; SYNOVEC, 2007) injetor de canais de fluxo continuo de
multiplexagdo, no qual as amostras sédo injetadasincamente de
acordo com uma pseudo-sequéncia binaria aleatdniotada por um
computadoTRAPP, 2007) colunas cromatograficas com comprimento
reduzido(KORYTAR et al., 2002; MONDELLO et al., 2004) dispositivos
para o uso de varias colun@&sNz, 2006; . SASAMOTO; OCHIAI; KAN-
DA, 2007)

As estratégias para aumentar o rendimento instriiantmbém
foram estudadas em relacdo a outras técnicas @easép, tais como
electroforese capilar, em que métodos utilizanddtipfes injecdes
foram explorado$. ODENA et al., 2008; VITALI et al., 2011)Neste modo
de injecdo é possivel analisar duas ou mais arsostrauma mesma
corrida, causando uma reducdo significativa no terdp analise,
guando comparado com os métodos convencionaisnseessidade de
qualquer modificacdo do instrumento. Recentememte, estudo foi
relatado pomvelch et al., (2010gmpregando a injecdo mdultipla em uma
Unica corrida (MISER, do inglésultiple injection in a single experi-
mental rup para o aumento da frequéncia analitica, utilivand
cromatografia liquida de alta eficiéncia com dedieggor espectrometria
de massa (HPLC-MS, do inglésigh performance liquid
chromatography coupled with mass spectrome@pntudo, em estudos
gue utilizam este tipo de injecdo, geralmente asstias analisadas ndo
sdo complexas, uma vez que esta estratégia € getalaplicada para a
andlise de farmacos, os quais envolve, teoricamantanenor niimero
de analitos, o que facilita a aplicacédo deste nuadimjecAqLODENA et
al., 2008; VITALI et al., 2011)O modo de injecdo multipla também pode
ser utilizado como uma estratégia para aumentarerdimento
instrumental nas andlises por GC. Recentemaegiie, (2012) usou 0
modo de injecdo mdultipla constacking em cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS, do singts
chromatography with mass spectrometry detgctdEste método
consistia na injecdo da amostravezes) entre as inje¢cdes do reagente
de derivatizacdo de forma a melhorar a detecc&mgostos polares
com baixa volatilidade.
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Em muitas metodologias analiticas publicadas neralitira,
poucos picos de analitos sdo observados e em aguegides do
cromatograma ndo apresentam eluicdo de picos,cefele uma maior
oportunidade de aplicagdo para o uso do modo MIS¥Rentanto,
numa matriz complexa o preparo da amostra € urpa efeterminante,
limitando o nimero de compostos que possam sevdumidos no
cromatograma em uma Unica analise. Diante dissqrooesso de pré-
tratamento de amostras complexas, empregando ac@&atrem fase
sélida (SPE, do inglésolid phase extraction poderia atuar como um
fitro para a retencdo, principalmente, dos amslitgerando um
cromatograma com menor nimero de picos. Portanprpeedimento
de preparo de amostra pode também contribuir pasaroento da
capacidade de injecao utilizando o modo MISER.

Contudo, até o presente momento nenhum trabalho foi
encontrado utilizando o0 modo MISER em cromatogrgéasosa com
dectector de ionizacdo em chama (GC-FID, do inglgss
chromatography with flame ionization detegtddiante disso, tém-se os
objetivos do presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método de separacédo usaet primeira
vez, o modo MISER em um GC-FID, sem qualquer mealio
instrumental, visando a andlise dos triterpenesiélan-3-ol e friedelin
no extrato hexanico de folhas ke ilicifolia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Desenvolver método analitico para a determinacatitdepe-
nos (friedelan-3-ol e friedelin) por GC-FID évh ilicifolia se-
lecionando condi¢des de separacéo, a saber: flaxalg arras-
te; temperatura do injetor e volume de injecéay tp coluna e
temperatura do forno; temperatura do FID; entreasut

Desenvolver procedimento de extracdo assistidaulp@ssom
avaliando diferentes temperaturas (25 °C e 60 &&) a extra-
¢ao dos triterpenos a partir das folhadvidlicifolia, utilizando
SPE;

Avaliar qual o melhor volume de extrato de plantael@ente
para realizar glean upno cartucho de SPE das amostras;

Avaliar os paradmetros de validacdo do método: tidade;
limites de deteccdo e quantificagdo; preciséo -ersaio e in-
termediaria e recuperacgéo para o método de injegdkiplas;

Avaliar o perfil dos 111 individuos dd. ilicifolia em relacdo a
presenca dos triterpenos e correlacionar com o ride acu-
leos presentes contidos em cada planta;
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3 EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Os padrées analiticos de friedelan-3-ol e friediglfam obtidos
da Sigma-Aldrich Fine Chemicals (St. Louis, MO, RL). As solucbes
estoque de 1000 mg'Lforam preparadas em cloroférmio grau HPLC
(Carlo Erba Reagents, Italia).

Para a preparacdo da curva de calibracido extellimuise a
faixa de calibracdo de 5 - 70 md Ipara ambos os analitos, com seis
niveis de concentragcédo, empregando o modo MISER.

Para a preparacdo dos extratodvidlicifolia utilizou-se o sol-
vente hexano P.A. (Synth, Sdo Paulo). Para a éxtran fase solida
dos triterpenos das amostras utilizou-se o cartdehextracéo Florisil
contendo silicato de magnésio ativado (Applied 8sjmms, E.U.A,
FLO/Florisil, 500 mg/3 mL).

3.2 INSTRUMENTACAO

As andlises foram realizadas em um cromatégrafosgafAgi-
lent GC System 7890 A) com deteccdo por ionizagéockama. As
condicbes cromatogréaficas desenvolvidas para aagados triterpe-
nos friedelin e friedelan-3-ol foram realizadas ema coluna ZB-50
(30 m x 0,25 mm x 0,15 um) com 50% fenil-50% melifiloxano. O
volume de injecéo foi de 1,0 pL empregando o mauib €:90) cuja
temperatura de injetor e detector foi de 280 °Q®& €, respectivamen-
te. Como programacao de temperatura utilizou-sedonisotérmico a
?00 °C com um fluxo constante de gas de arrastkie, dé 1,5 mL min

3.3 PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO DOS TRITERPENOS NAS
AMOSTRAS DEM. ilicifolia

Para a extracdo dos triterpenos foi necessarizaea avalia-
¢cao da relacéo solvente/planta (seca e moida)opexsrato hexénico, e
em seguida, a avaliagdo do procedimentoléan updo extrato hexani-
co resultante com cartucho de SPE contendo Ffoisino fase extra-
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tora. Nestas duas etapas de desenvolvimento dalmétdizou-se co-
mo referéncia o trabalho descrito parssack et al., (200@om algumas
adaptac0es.

3.3.1 Preparacao do extrato hexanico

No procedimento de extracdo dos triterpenos, eth i@ de
planta seca e moida foram adicionados 5 mL de loegagste foi sub-
metido ao ultrassom (Cristofoli Ultrasonic Cleané?, kHz). Para a
otimizacdo da extracdo se avaliou a influénciaeopb de ultrassom
empregado (t=1,5 a 9 minutos, com incrementos Sleninutos), e ain-
da, avaliou-se o efeito da temperatura no procgssxtragcéo (T=25 °C
e 60 °C). Posteriormente, o extrato hexanico fotrfegado por 3 mi-
nutos a 3000 rpm. Em seguida, utilizou-se o caduelorisil”, o qual
foi pré-condicionado com 1 mL de hexano, poster@rta, uma aliquo-
ta de 4 mL do extrato hexanico foi percolada pelducho e em segui-
da, eluiu-se os analitos adsorvidos com 4 mL defdomio. Uma ali-
guota do eluato foi diluida com cloroférmio (1:¥y)vpara a injecéo
direta no equipamento de GC.

3.3.2 Avaliacao dos volumes de extrato hexanico leroférmio para
o procedimento declean uputilizando cartucho de SPE Florisi

A partir de um extrato hexanico resultante dodsstealizado
na etapa anterior, avaliou-se o procedimentaléan upem Florisif’.
Inicialmente, verificou-se o volume de extrato hregé a ser percolado
no cartucho. O volume de extrato percolado varitteel a 4 mL. Uma
aliquota de cada volume percolado foi diluido caramo (1:1 v/v) e
analisado no GC-FID a fim de verificar a possivelspnca dos analitos
em estudo.

Em seguida, partiu-se para o estudo do volumdatteférmio
empregado para a eluicdo dos triterpenos adsorvidosartucho de
Florisil”. Esta etapa procedeu-se com a aplicacdo inicid dd. de
CHCI; e sucessivas adigfes de 1 mL a fim de verificanlome ideal
para a eluicdo total dos analitos. Uma aliquotéodas as eluigbes foi
retirada e diluida com CH¢(1:1) para posterior injecdo no GC-FID.
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3.3.3 Isolamento e caracterizacdo do pico desconfur

Em 100 gramas de planta seca e moida adicionoQ-sa_2e
hexano (P.A.) sendo submetida & maceracdo por uanAnéada sema-
na, o extrato hexanico foi rotaevaporado e o pitacip branco foi a-
condicionado de maneira adequada em um frascalde para posterior
andlise cromatografica. O volume de hexano rotawealp era nova-
mente colocado em contato com o residuo sélidolalstap para uma
extracdo mais efetiva

Uma aliquota do precipitado branco foi retiradaaparalise por
cromatografia em coluna flash para o isolamentpido desconhecido.
Cada fragdo isolada da coluna flash era submetatg@lise por croma-
tografia em camada delgada sendo comparada coado3as analiticos
dos triterpenos. Apds o isolamento da fracdo cala@npico desconhe-
cido, esta fracéo foi submetida as analises de R¥@Ne H, cujos re-
sultados se encontram no Anexo A.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE SEPARACAO

Inicialmente, as condi¢cbes para a separacdo dosadwes
quimicos friedelan-3-ol e friedelin por GC-FID farautilizadas de
acordo comNossack et al., (2000Este método foi reotimizado para o
presente estudo e empregado na separacdo dqsetiiisrde interesse a
partir de uma mistura de padrdes e de um extrai@nie com
posteriorclean uputilizando SPE da planta dé. ilicifolia aplicando o
modo de injecdo simples, conforme ilustrado na rieiglil. O tempo
necessario para a separacgao dos triterpenos &ianfa dez minutos.
Uma boa similaridade entre os cromatogramas dosdesde das
amostras foi observada. Além disso, o método mostrma boa
resolugédo (Rs =1,78) entre os diferentes analitos
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Figura 2. 1(a) Cromatograma de uma solucéo padréo (50 Mglé friedelan-
3-ol e friedelin, e (b) cromatograma de um exti@da@s folhas déV. ilicifolia.
Condi¢Bes experimentais: modo de injecdo simplesipératura do injetor
280°C, modo split (1:90), fluxo de 1,5 mL rlintemperatura do forno 300°C
(isoterma), FID: 320°C. Legenda: 1 - friedelan-3tpk 8,76 min), 2 - friedelin
(t2 = 9,19 min); D* - Desconhecidop(t 8,47 min); tra;- tempo de retencéo do
primeiro analito; tr,, — tempo de retencéo do ultimo analito;,tf ; - 0 tempo
de retencédo do primeiro pico de interferéncia.

G

1pA

janela de injegdo 2 4

tr interf1
N

\ [

*D — Pico desconhecido (Friedelafi-8, ver Anexo A)
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A separacdo dos analitos foi realizada empregandmodo
isotérmico, a fim de utilizar as mesmas condic@saparacdo do modo
de injecdo simples para o desenvolvimento de umo nmétodo
empregando o modo MISER. O modo isotérmico permiteparacio
dos analitos de diferentes segmentos de amostrasesana corrida
utilizando o método MISER sob as mesmas condi¢éeemperatura,
evitando que haja interagbes diferentes do mesnalit@nentre
segmentos de amostras diferentes com a fase estaajqgossibilitando
condi¢cdes reprodutiveis em termos de resolucampa de retencgéo.
Além disso, 0 uso do método MISER empregando o nisatérmico
em GC-FID permite que o sistema cromatograficogees considerado
como um sistema de injecdo em fluxo. E ainda, oamigatérmico evita
a etapa de arrefecimento do forno entre as analpes também
contribui para uma melhoria no rendimento instrutalen

Outro fator que influencia o emprego do método MRSE a
complexidade da amostra a ser analisada. Nestepeaioular, uma
amostra do extrato das folhasMeilicifolia foi inicialmente injetada no
equipamento para verificar os picos dos analitoa eresenca de
possiveis “interferentes”. No cromatograma da arads$igura 2.1b) a
presenca dos analitos foi observada juntamente com pico
desconhecido, porém, todos apresentaram boa rasold¢em disso,
verificou-se que, entre o sinal do solvente e daditas existiam poucos
picos que poderiam interferir na determinacéo dwditas em estudo,
definindo-se assim uma “janela de injecdo” (Figu2alb) no
cromatograma, indicando a possibilidade de sezatilio modo de
multiplas injecBes. Neste contexto, o procedimeafgopreparacdo da
amostra demonstrou ser uma etapa critica. Paraussgrocesso de
clean upda amostra foi necessario, ndo s6 com o objetivprdteger a
coluna de possiveis contaminantes advindos da eanasas também
para gerar um cromatograma com menor niumero ds.pkssim, este
conjunto de observacdes sugerem a possibilidadetideluzir o sinal
dos analitos de outras amostras em uma mesma aarilizando o
modo MISER. Deste modo, utilizou-se o procedimemoSPE com
uma fase extratora denominada de FIStisd qual é composta por
silicato de magnésio ativado.
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4.1.1 Modo MISER

O método MISER consiste em injetar varios segmeatosma
determinada amostra ou mistura de padrbes em ursenaneorrida,
obtendo-se um cromatograma Unico com maior qualgidae
informacdes sobre os analitos, quando comparado @womodo de
injecdo simples. Assim, o método MISER pode propoar uma
melhoria no rendimento instrumental.

Para empregar o método MISER, a "janela de infegam
cromatograma deve ser determinada a partir do méeduma Unica
injecdo (Figura 2.1b). Esta “janela” permite aursélo de mais picos no
cromatograma por meio de mdltiplas injecdes e doemd de injecbes
(ninj), 0 qual pode ser estimado usando as seguintes;&egVISTUBA
etal.; 2013)

(tr Al_tr interfl)

Ninj =

+ Want Equagéo 1
(tr an Al)"'(WAl WA; Wlnterfl} (Equac )
No = (trinteer_tl' An)
" War t Wan + Winterf 2 (Equacéo 2)
(tr pn=tr )
3

ondetr ay, tr an, S840 0s tempos de retencdo do primeiro analito e d
Gltimo analito etr inwerf 1 € tr interrz SA0 tempos de retencdo dos picos
“interferentes” antes do sinal do primeiro anadtalepois do sinal do
Gltimo analito, respectivament®a; , Wan, Wintert 1 € Winterf 22 SA0 as
larguras de base dos respectivos picos mencionadtesiormente.
Todos estes tempos de retencdo e as largurasatssfpiam obtidos a
partir de um cromatograma de uma amostra analigabtamétodo de
uma Unica injecao da amostra (Figura 2.1b).

A Equacéo para calcular,; selecionada depende do tempo da
"janela de inje¢cdo"”, localizada entre o grupo ampidos analitos e os
picos vizinhos interferentes. Uma “janela” pequigéddimitar o nimero
de injecBes. Se a janela correspondettite& tr iy 1 fOr menor do que
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a janela relacionada &o jnerf 2 - tr an, €NtAO ONyy deve ser calculado
usando a Equagédo 1, etse; - tr inters 1 fOr maior QUELr jnterf 2- tr an @
Equacéo 2 deve ser utilizada. Para calaylgro pico desconhecido que
aparece proximo dos picos dos triterpenos avaliddosonsiderado
como "primeiro analito” (Al), devido a proximidadios picos dos
analitos, formando um bloco de picos no cromatogramintervalo de
tempo. Neste estudo, existe apenas o pige 1 (ftempo de corrida de
30 minutos,tr i 2 N80 detectado - dados ndo mostrados), e, por
conseguinten, foi obtido a partir da Equagéo 1. Os valores nedio
para os tempos de retencdo utilizados nos céléotemtr 5, = 8,473
MiN, tr interf 1 = 3,638 min dr 5, = 9,190 min e os valores médios para a
largura de base dos picos foravg = 0,326,Wan = 0,364 eWiners 1 =
0,147. Assim, o numero calculado de injecdes pessfoi de 4,85. No
entanto, neste estudo, apenas foram realizadgsc®és, uma vez que a
linha de base demonstrou um elevado ruido nos togmnzenas para 0s
tempos de analise inferiores a seis minutos, epsderia comprometer
a integracao automatica dos picos.

Para empregar o0 modo MISER em GC-FID seria negassa
uma modificacdo ngoftwareque controla o equipamento. KOftware
do equipamento utilizado ndo apresenta a op¢anjeighb multipla em
uma mesma corrida e, portanto, foi necessario anza sequéncia de
métodos, em que cada método corresponde a umdaadnj&ara a
aquisicdo dos dados e suas analises, o Ultimo métadequéncia foi
usado. Para isso, foi necessario estimar o tem@spEratisyed entre
0s métodos da sequéncia aplicados no modo MISER, de promover
a separacdo com resolucdes satisfatorias para ¢sdoisos originados
a partir das diferentes injecdes em uma mesmadeoriste tempo de
espera foi relacionado com o tempo de execucaagich@ipo método tga
corida) € O tempo de pré-injecdo do segundo métdg@infcad. A
Equacdo seguinte permite que o tempo de espgga.d( entre as
injecBes dos métodos 1 e 2 seja estimEtRTUBA et al.; 2013)

tesper: = t(la corrida)+ tpré—inje(;éo* (Equa(}éo 3)

ondetss coriga € O tempo de corrida do primeiro métodg,&injecao € O
tempo associado com as etapas aplicadas antesgdadaeinjecao
(permutacéo, lavagem da agulha ¢/ amostra e renedmlhas). No
primeiro método, a pré-injecdo no método 1 é difieralo método 2,
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porque duas lavagens da agulha foram realizadasocemivente antes
da lavagem com a amostra. Assim, o tempo gasta eégpa adicional
no método 1 (0,3 min) ndo deve ser consideradoetegsas de pré-
injecdo para os métodos 2 e 3.

O t1a corrida TOI calculado de acordo com a seguinte Equagédo
(VISTUBA et al.; 2013)

_ Wa T W, N
tl"‘corrida - trAn _trAl + ( A 2 AlJ - t pré-injecao _tdelay (Equa(;ao 4)

ondetgeay € 0 tempo de intervalo do equipamento antes desgamo
préximo método. O termtw 4, - tr a1 representa o intervalo de tempo no
qual o grupo de picos dos analitos aparece no ¢ogmeana, ao passo
que o termo entre parénteses representa o inteteale@mpo entre a
separagdo do primeiro grupo de picos relacionados a primeira
injecdo e o0 segundo grupo de picos esta relacionado a segunda
injecdo. Para calculaf corriga, O pico desconhecido préximo ao pico dos
analitos de interesse foi considerado como o "pronanalito (Al)”,
como no calculo dmy,. Assim, os valores medios para os tempos de
retencdo forant, o, = 9,190 mint a1 = 8,473 Min ep¢.injecao = 0,317
min, coMtgelay = 0,07 min, e os valores medios para a largurbase
dos picos foranw, = 0,364 ews; = 0,326. Os valores calculados para
t12 corrida Pa@ra 0s métodos ficaram em torno de 0,675 miryamtq que o
valor experimental parate: ¢origa Usado foi de 0,6 minutos.

Na Figura 2.2, um diagrama esquematico do modoERIS
mostra cada passo dos procedimentos. O primeireegendo métodos
da sequéncia apenas apresentam um tempo de aberidl® min cada.
Desta forma, os dados destas corridas ndo saaadok para a
aquisicdo dos dados para gerar um cromatogramala8pe partir do
terceiro método da sequéncia que os dados saoriddguigerando o
cromatograma final com as injecfes dos diferengggnentos dos
analitos.

O método foi aplicado com sucesso na separacanedeléin-
3-ol e friedelin a partir de extratos de amost@gathas deM. ilicifolia
submetidas a extracdo em fase sélida. Apesar d@lexiiade da
matriz da amostra, foi possivel a realizacdo deitr@¢cdes na mesma
corrida com boa resolucéo entre os picos, confdltmga a Figura 2.3.
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Os analitos podem ser verificados por compara¢cd tdmpos de
retencdo dos padrdes com o0s tempos dos analitestatids nas
amostras, bem como pela adicdo de padrdo nas amostr

Figura 2. 2 Etapas que envolvem o processo de injegdo mulipl&C-FID.
Circulo branco interno indica o nimero de métodagamados no software
do equipamento para o desenvolvimento do modo MISEiRulo externo
indica as etapas de cada método sequencial degiglovol

12 injegdo,
0,2 min

t
lavagem (solvente), espera

lavagem (amostra),
Romago bolhas,
0,3 min

lavagem
(solvente),
0,1 min

tpré-injecao
0,2 min

22injegdo,
0,2 min

lavagem
(solvente),
0,1 min

— tespera

Método 2
tpré-injecao
0,2min

Método 3

32injegdo,
0,2 min

lavagem
(solvente),
0,1 min

Fonte: VISTUBA et al., (2013).
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Figura 2. 3 Cromatograma do método analitico empregando o nWIGER
para a separacao dos triterpenos friedelan-3-okéelin no extrato das folhas
de M. ilicifolia. Condi¢des experimentais: injegcdes mdltiplas comtempo de
espera de 0,6 min entre injecOémmperatura do injector 280°C, modplit
(1:90), taxa de fluxo de 1,5 mL mintemperatura do forno 300°C (isoterma),
FID: 320°C. Legenda: 1 - friedelan-3-ol; 2 - friideD* - Desconhecido.

0)

i)

S (22 injecao)

S (32 injec

1pA

1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 mn
*D — Pico desconhecido (Friedelafi-8l).

Uma comparacgdo entre os modos de injecdo simpiesltgla
permitiu um aumento no rendimento instrumental palocedimento
proposto. No modo de injecéo simples, o tempo ddiseninstrumental
foi de 10,6 min permitindo que 5 amostras fossealigsadas por hora.
Por outro lado, no modo de injecdo mdltipla o tenge andlise
instrumental foi 13 minutos permitindo que 13 amasstfossem
analisadas por hora. Assim, o rendimento instruaheanimentou 2,6
vezes empregando o modo MISER. No que diz respeittempo de
andlise total, que inclui o tempo instrumental ®mpo de preparacao
das amostras, os modos de injecao simples e ralt@imitiram que 4
e 10 amostras fossem analisadas por hora, respeetite. O tempo
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médio de preparacdo de 18 amostras foi cerca dwmild@os. Diante
disso, foi possivel observar que o aumento da émgja analitica foi
mantido em um fator de 2,5 demonstrando que aatg#io do modo
MISER conduziu a uma melhoria do rendimento dasmsa

4.2 PROCEDIMENTO DE EXTRAGCAO DOS TRITERPENOS NAS
AMOSTRAS DEM. ilicifolia

4.2.1 Preparacao do extrato hexanico

O resultado do estudo para o procedimento degéiira qual
se avaliou a influéncia da temperatura e do temgpextracdo por ul-
trassom, pode ser observado na Figura 2.4. Os daolstsam que hou-
ve influéncia da temperatura no procedimento degiid dos analitos,
isto €, quando o extrato hexéanico foi submetidgueaimento a 60 °C,
a concentracao de friedelin e friedelan-3-ol aumestgnificativamente
em relagdo a extracdo em temperatura ambienteo @utr importante
foi o tempo de extragdo no ultrassom, o qual mostnaior influéncia
no procedimento de extracdo com aquecimento, emgpad adequado
para extracdo foi de 3 minutos, atingindo a estigle em torno de 6
minutos.
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Figura 2. 4 Avaliagcdo do procedimento de extracdo dos tritevpetaM. ilicfi-
olia. Variacdo de tempo de extracdo dos compostosefareB-ol e friedelin
(concentracao total, mg'com o auxilio de ultrassom a temperatura 25 &C e
60 °C.
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4.2.2 Avaliacado dos volumes de extrato hexanico eroférmio para
o procedimento declean uputilizando extracdo em fase soélida

Posteriormente, foi necessario realizar um esteticionado
ao volume do extrato hexanico a ser percolado pattucho de SPE,
bem como o volume necessario de cloroférmio pasaaiger os anali-
tos do adsorvente FloriilO volume de extrato hexanico avaliado para
a percolacdo no cartucho de SPE variou de 1 e 4serigo que uma
aliquota do volume percolado foi injetada no G@nade verificar a
presenca dos triterpenos. Inicialmente, um volumé dhL foi percola-
do pelo cartucho de SPE e analisado no GC e parstenmte, sucessivas
adicoes de 1 mL sobre o mesmo cartucho foram aglds a fim de
atingir a saturacdo do mesmo. Observou-se que,apéscolacdo de 4
mL do extrato hexanico no cartucho, os analitosfit@wam totalmente
retidos no adsorvente. Com isso, um volume adeqdadixtrato hexa-
nico a ser percolado no cartucho foi de 3 mL, uem que os analitos
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ficaram totalmente retidos, sem apresentar nentinah cromatografi-
co. Logo, o cartucho de SPE atingiu sua capacidadedsor¢cdo maxi-
ma dos analitos friedelan-3-ol e friedelin.

Em seguida, para a dessorcéo total dos analitdeuvse o vo-
lume de cloroférmio de 1 a 4 mL, no qual sucessadigdes de 1 mL
do eluente foram percoladas pelo cartucho de SPa bliquota do
eluato foi posteriormente analisada no GC pardica@ria presenca dos
analitos. O volume necessério para a dessorcaadtmgariterpenos foi
de 3 mL, uma vez que volumes acima deste ndo aypaesm sinal
cromatografico.

4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE VALIDACAO DO ME-
TODO MISER

Apé6s a otimizagao do procedimento de extracéo, t@mo a
otimizacdo do método, foi necessario realizar diag&o de alguns
pardmetros de validacdo do método MISER antes datifjoacdo das
amostras dé/. ilicifolia.

A avaliacdo dos parametros do método proposto para
determinacdo de friedelan-3-ol e friedelin em anagste folha dé.
ilicifolia foi realizada de acordo com as recomendacdes ldq2005).
Os parametros analisados foram: linearidade daacdev calibracéo
externa, limite de deteccdo (LD) e quantificaca@)Lrepetibilidade
(instrumental e intra-ensaio), precisédo interméalidrseletividade.

A Tabela 2.1 mostra os valores obtidos para oénpetros
analiticos com base nas curvas de calibracdo exfgara os analitos
friedelan-3-ol e friedelin utilizando injecdo mgl&, com um intervalo
linear de 5-70 mg t (com seis niveis de concentrac&o) com um
coeficiente de determinagéoz, R 0,99. Uma outra maneira de verificar
0 ajuste do modelo linear foi a partir da analisevdriancia (ANOVA)
pelo teste F, o qual indicou um valor maior pafQuadogque 0 Fritico,
para os dois analitos, e isto indica que o mode&al tem significancia
estatistica.

Os valores de LD e LQ para fridelan-3-ol foram 02§ L* e
0,78 mg L%, respectivamente, e para o friedelin os respestizdores
foram 0,38 mg ! e 1,15 mg [!. O método proposto apresentou
melhores valores para LD, quando comparado aolli@abiesenvolvido
para Nossack et al., (2000).
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Tabela 2. 1Pardmetros das curvas de calibragdo externa dagsslpadrdo de
friedelan-3-ol e friedelin utilizando modo MISER.

Parametros Friedelan-3-ol Friedelin
Linearidade — faixa de calibracdo (mg)f’ 5-70 5-70
Linearidade — inclinac&o (L miy® 0,320 0,163
Desvio padrao — inclinacéo 0,009 0,008
Linearidade-intercept® 0,102 0,205
Desvio padrao — intercepto 0,004 0,062
R 0,996 0,993
LD (mg L") ® 0,3 0,4

LQ (mg LY ® 0,8 1,2
Featcuiad 2.122 1.289
toacutade 3,9 13

® Curva de calibracdo com seis niveis de concemtragla ponto da curva preparado foi
injetado em duplicata.
® Limites de detecc&o e quantificacéo calculadaarérplas equacdes:
LD = (3,3 x s)/SLQ = (10 x s)/Sondes é o desvio padrédo do intercept& é a inclinagao
da curva analitica.
© Teste F: Bieo = 7,71; senda = 0,05.
@ Testet; toiico = 4,3; senda = 0,05.

Para avaliar o efeito de matriz, a curva de cajiwaexterna foi
comparada com a curva de adicdo de padrdo. Nodeaf@edelan-3-ol
o valor da inclinacdo da curva de calibragéo eztemilizando injecdes
multiplas foi 0,320 £ 0,009, enquanto o valor cepandente para a
curva de adicdo de padrdo foi de 0,290 + 0,006o0sl&alores de
inclinagdo das curvas para friedelin foram 0,168,808 e 0,153 +
0,005, respectivamente. A partir do teste t, olmaese que ndo houve
diferenca significativa entre as inclinagbess daurvas de calibracdo
externa e de adicdo de padrdo, pois 0s valores.@dg.qt foram
inferiores ao ¢iico, Para um intervalo de 95% de confianca, para ambos
os analitos. Isto sugere que ndo houve efeito deizrda amostra,
indicando que o método apresenta seletividade.

Os ensaios de recuperacdo empregando o modo MIS@ER f
realizados em cinco niveis de concentracdo, apeewm bons
resultados com relacdo as concentracdes adicianaddsabela 2.2
mostra os resultados da recuperagdo para os dalgoganos quais
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variaram entre 91-101% para o friedelan-3-ol €82% para o friede-
lin, indicando que o método proposto apresentaekatdao.

Tabela 2. 2Resultados dos ensaios de recuperacgdo dos ariaéttedan-3-ol e
friedelin do extrato d#/. ilicifolia usando o modo MISER.

Analitos Concentracgdo (mg L)@ Re((:(;g((ebr)ado
Adicionado Encontrado
5,0 5,0 100
10,0 91 91
Friedelan-3-ol 15,0 15,1 101
25,0 24,8 99
35,0 35,5 101
5,0 5,0 100
10,0 8,2 82
Friedelin 15,0 15,5 103
25,0 23,9 96
35,0 36,1 103

@ Valores de recuperacédo dos padrées adicionadestrado deM. ilicifolia.
Inclinacéo da curva de adigao de padréo: fried@tah©,290+0,004 e friedelin 0,153+0,005.
Concentragéo de friedelan-3-ol e friedelin na aradst de 3,5 mg t e 20,04 mg L, res-
pectivamente.

® Média dos resultados de trés medidas de umaaéplin=3).

A Tabela 2.3 apresenta os valores dos parametragatiacdo do
método proposto e estdo representados pelo cowficide variacdo
(CV). A precisédo instrumental foi determinada comausolucdo dos
padrdes de friedelan-3-ol e friedelin (50 mg)Le também em uma
amostra de extrato das folhasMeilicifolia (valores entre parénteses).
Os valores de CV para a variagdo da area do pisopddrdes nos
diferentes segmentos dos analitos foram inferiarés%. Quando se
avaliou a amostra di. ilicifolia os valores de CV para 0os segmentos
variou entre 2,27 e 4,16% para friedelan-3-ol €92z3 2,81% de
friedelin. O valor de CV para o tempo de retengidd dos padrbes
quanto para as amostras foi inferior a 0,5%. Apdaartomplexidade da
matriz, estes valores foram satisfatorios.

Para a precisao intra-ensaio de uma solucdo pddsianalitos
de 50 mg [}, os valores de CV variaram entre 4,21 e 6,37% para
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friedelan-3-ol e 3,92 até 7,10% para friedelin. &owv de CV para a
amostra deM. ilicifolia foi inferior a 15% e, nestes ensaios, o valor de
CV para o tempo de retencao foi menor que 0,5%.

No caso da precisdo intermediaria, os valores \dep&a o0s
padrbes variou entre 7,31-10,25% para friedelahe8507-6,15% para
friedelin. Para as amostras Meilicifolia, os valores de CV variaram de
15,31-20,59% para friedelan-3-ol e 8,59-12,07% paiedelin. Ao
avaliar o tempo de retencdo para a solucdo padpaoaeos analitos na
amostra os valores de CV foram inferiores a 0,5%.

De acordo com Huber (2007), a precisdo é um fatorqde
depende da complexidade da matriz, no caso de m@®@dimenticias 0s
valores de CV podem variar entre 2 — 20%. Desteomoegmprego do
modo MISER apresentou valores consideraveis pafga@metros de
validacdo de um método, indicando que este é unodoébreciso e
pode ser aplicado em matrizes complexas, comoas® ae plantas. E
ainda, o método proposto apresentou uma boa dfiai@®e separacéo
entre os analitos, com valores elevados para o mldeepratos.
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Tabela 2. 3Avaliacdo da adequabilidade do sistema para ardiiacdo de
friedelan-3-ol e friedelin utilizando o0 modo MISER.

Parametros Friedelan-3-ol Friedelin
Precisdo Instrumental, CV (%) — area 2,7-38 2,6-4,6
do pico® (2,3-4,2) (2,4 -2,8)
Precisdo Instrumental, CV (%) — tem- 0,1-0,2 0,1-0,2
po de retenca® (0,1-0,5) (0,1-0,4)
Precisdo Intra-ensaio, CV (%) — 42-6,4 39-7.1
area do pic& (10,2 — 14,5) (7,7 — 13,4)
Precisdo Intra-ensaio, CV (%) — 0,1-0,5 0,1-04
tempo de retencdd (0,1-0,4) (0,1-0,4)
Precisdo Intermediaria, CV (%) - area 7,3-10,2 51-6,1
do pico® (15,3 — 20,5) (8,6 —12,1)
Precisdo Intermediaria, CV (%) - tem- 0,1-0,5 0,1-04
po de retenca® (0,1-10,3) (0,1-0,3)
NUmero de prato¥ 15.206 23.582
Resolucao 1,8-1,9

Simetria de picd” 0,86-0,88 0,94-0,98

Resolugéo calculada (n=10) conforme a equad@g2(ti—tn-1)/(Wa+tWn-1), ondet é o
tempo de retencdo do pico e w é a largura de bagécd. Concentracédo de friede-
lan-3-ol e friedelin em torno de 50 mg'LValor médio de simetria de pico para
n=10.

“Coeficiente de variagdo calculado através da equa€d/ =(P/z)x100, onde P é o
desvio padrao absolutotieé a média aritmética da area do pico do analitmédia
aritmética do tempo de retengéo. Valor de CV pegaigdo instrumental (n=10) ana-
lisado na mesma solugéo; preciséo intra-ensaio) @#8ecisdo intermediaria (n=9).
Valores entre parénteses representam as amosf&xtiatos das folhas d& ilici-
folia.

PNGmero de pratos calculados paran = 10 de acmuiva equacad=16(¢/w)? onde
ti € o tempo de migragdo (minutos) do analitg € a largura de base deste analito.
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4.4 ANALISE DAS AMOSTRAS

A fim de se avaliar a influéncia dos aculeos felapresentes nas
espécies ddlaytenus ilicifolig em relacdo a concentracao dos triterpe-
nos friedelan-3-ol e friedelin, foram analisadodl dfdividuos desta
planta, as quais estdo sob as mesmas condi¢cdéimdezcsolo. Apesar
da complexidade da matriz de amostras, foi possivietar trés
segmentos de diferentes amostras empregando o ankHBER apds
clean upcom SPE. Ao utilizar o modo MISER foi possivel t@m
notar a diferenca entre os diferentes individuosismmesmo cromato-
grama com relagdo a presenca dos triterpenos, sempode observar na
Figura 2.5.

Figura 2. 5 Cromatograma com a injecdo de trés segmentos dstranepre-
sentando trés individuos diferentesMieilicifolia.

Individuo 26

Individuo 23
Individuo 112
——

1pA

L

1 2 3 3 5 6 7 8 9 min

A variacdo das concentracdes dos triterpenos fanekol e fri-
edelin em relacdo aos diferentes individuosMieilicifolia pode ser
analisada na Figura 2.6. Esses diferentes indigibram separados em
guatro grupos, os quais estéo relacionados a gadetide aculeos folia-
res presentes.

Como o triterpeno friedelan-3ol € um isbmero degéms(alfa e
beta), a quantificacdo desses isbmeros foi reaizemt meio de uma
Unica curva de calibracéo externa utilizando o faaiomercial. Sendo
assim, a Figura 2.6(a), representa a soma dasrdoap@es dos triterpe-
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nos friedelan-8-ol e friedelan-B-ol, cuja média variou entre 2,86 —
3,73 (+ 0,62) mg ¢ Ja a concentracdo média de friedelin variou entre
2,26 — 2,47 (+ 0,15) mg'te esta variacdo pode ser observada na Figura
2.6(b).

Figura 2. 6 Concentracdo dos triterpenos friedelan-3-ol (ajiedélin (b) em
relacéo aos grupos de diferentes individuosldiicifolia.

f (@)
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w
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1 X
O T T T T
1 2 3 4
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6
(b)

Conc. Friedelin (mg g'l)
w

(] ()
24 >L T
14
X
O T T T T
1 2 3 4
Grupos

Grupo 1 - n® actleos: 0 a Brupo 2 - n° aclleos: 0 a 4;
Grupo 3 - n® aclleos: 2 a 4@rupo 4 - n° aclleos: 4 ou mais.
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A fim de verificar se ha diferenca estatistica emts diferentes
grupos de aculeos, uma vez que os individuos estiias mesmas con-
dicBes de clima e de solo, inicialmente, avaliassnos pressupostos de
normalidade, homocedasticidade e independénciesiduos, porém,
um desses pressupostos foi violado.

Diante disto, foi necessério utilizar o método pacamétrico de
Kruskal-Wallis para comparar as diferentes popuwagc® qual esta
descrito na Tabela 2.4. Com valores de p-valor0%,0com 95% de
intervalo de confiancga, isto indica que as conegdis de friedelan-3-
ol e friedelin em todos 0s grupos sao estatistioéniguais. Apesar de
alguns individuos apresentarem valores atipicosateentracdo dos
triterpenos dentro de um mesmo grupmutifers: individuos 76 e
91(friedelan-3-ol); individuos 69 e 118 (friedelimpservou-se que nao
houve correlacdo entre a presenca de aculeosreantmcao dos anali-
tos estudados, isto é, os aculeos néo influenc@aaumento da concen-
tracdo dos triterpenos. Isto favorece a escolhplai®as com menor
numero de aculeos para o desenvolvimento de uma audtivar, uma
vez que apresentam concentracdo adequada dos oracagimiota-
xondmicos. A concentracdo individual de cada anglitra cada indivi-
duo se encontra descrito no Anexo B.
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Tabela 2. 4Teste de Kruskal-Wallis para comparacédo entre fesetlites grupos di. ilicifolia em fung¢éo da concentracao de
friedelan-3-ol e friedelin.

Cofr?tgrrZ?ios Diferenca Diferenca Diferenca Kruskal-Wallis Graus de _valor
P Observada Critica ¢ (Qui-quadrado) Liberdade P
(Grupos)
1- 26,20 53,71
1-3 22,55 48,41
. 1-4 23,86 38,98 .
Friedelan-3-ol 5.3 365 48,41 Nao 2,67 3 0,45
2-4 2,34 38,98
3-4 1,31 31,29
- 2,40 53,71
- 6,29 48,41
Friedelin - 2,69 38,98 N&o 0,26 3 0,97

5,09 38,98

1-2
1-3
1-4
2-3 8,69 48,41
2-4
3-4 3,59 31,29
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Até o momento, nenhum outro estudo foi realizadiacienando
a concentracao destes analitos com a presencalldesaenM. ilicifo-
lia, apenas a variacdo da concentracdo destes amatitpspulacdes de
diferentes localidades, conforme descrito jossi et al. (2010)0s auto-
res avaliaram a distribuicdo quimica de friedelasi-& friedelin em
dezoito populacdes nativas d& ilicifolia localizadas em diferentes
cidades do Brasil. A concentracédo de friedelan-@aolou entre 3,52 —
16,41 mg g e de friedelin em torno de 2,61 — 10,50 rilg g

Apesar dos valores terem sido superiores aos eadostno pre-
sente trabalho, alguns aspectos devem ser levatdosresideracdo para
a avaliacao do perfil quimico dos extratos obtideplantas medicinais,
como por exemplo, a localizagdo geogréfica, épaecaatheita, condi-
¢Oes climaticas, manejo de cultivo, idade do nalteegetal, periodo e
condicbes de armazenamento.

4.5 COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM ALGUNS
METODOS DA LITERATURA

Algumas caracteristicas do método MISER foram coatzs
com outros métodos da literatura utilizados nardetecdo dos triter-
penos friedelan-3-ol e friedelin e foram resumidad abela 2.5.

Ao compararmos a frequéncia instrumental do méwempre-
gando MISER, apenas avaliando o tempo de analidriimental, ob-
servou-se que o método proposto tem a vantagenmalsas mais a-
mostras do que 0s outros métodos em um mesmoaltaeate tempo.

Embora o método analitico desenvolvido Nossack et al., (2000)
seja mais rapido quando comparado ao método dimWMISER, ndo
foi possivel verificar o tempo de preparo de anagsjue deve ser con-
tabilizado para comparar a frequéncia analiticeeearhbos 0s métodos.

Dentre os outros métodos descrité8RIWAKE et al., 2005; TIAN
et al., 2009; MOSSI et al., 2010 método MISER foi superior, tanto em
preparo de amostra quanto em tempo de andlisanmsttal.

Uma alternativa para um preparo de amostra maidaap au-
mentar ainda mais a frequéncia analitica do méteda a avaliacéo dos
triterpenos na cera superficial da folhaMailicifolia, conforme estudo
realizado pomMaarseveen; Han e Jetter (200@ontudo, um estudo apro-
fundado da representatividade das amostras e deapglamo um todo
deve ser realizado previamente, uma vez que astr@RO®O0 apresen-
tam uniformidade de tamanhos.
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Tabela 2. 5Comparagédo entre o0 método proposto com outros el literatura na determinacéo de friedelan-&fdedelin
PLANTA PREPARO DE AMOSTRA TECNICA FF;ESN:N*S' REFERENCIAS
Extracdo+SPE GC-FID
M. ilicifolia (t=1,5 min por amostra) - . 13 VISTUBA et al., 2013
(t =210 min)
Extracdo com solvente organico
M. aquifolium (t=1 min) + SPE (ndo informa-  HTGC-FID 12 NOSSACK et al., 2000
do) (t =5 min)
Extracdo com solvente orgénico
M. aquifolium (t=1 min) + SPE (ndo informa-  GC-FID 3 YARIWAKE et al., 2005
do) (t ~ 30 min)
Extrac&o por fluido supercritico
S com CQ GC-MS
M. ilicifolia (t=90 min) (t = 90 min) 1 MOSSI et al., 2010
Extracdo com
. . solvente orgéanico HPLC-ELSD
Radix asteris (t=60 min) (t=25 min) 2,4 TIAN et al., 2009
Kalanchoe daigremon-  Extracdo superficial da cera; GC'M.S MAARSEVEEN; HAN; JET-
. a ' (t=nao infor- - TER, 2009
tiana (t=90 seq)
mado)
*Frequéncia instrumental - Nimero de amostras poa fconsiderando apenas o tempo de analise irsttaij
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5 CONCLUSOES

Neste capitulo foi apresentado um método que aitiligecbes
multiplas em uma mesma corrida com a técnica deRHZpara andlise
dos triterpenos friedelin e friedelan-3-ol em extsahexanicos di.
ilicifolia. Uma série de equacdes foi proposta para estimamero de
injecBes possiveis em uma unica corrida, incluiadempo de espera
entre os métodos utilizados para este modo defimjeg

O método utilizado proporcionou um aumento na féegia
instrumental por um fator de cerca de 2,5 quandapfiea o método
MISER, em comparacdo com o método de injecéo sgnplém disso,
0 método proposto apresentou bom desempenho emafiira 0s
parametros de validacéo.

O detector FID utilizado contribuiu para limitar mimero de
injecBes multiplas no método devido a deteccaosemiiva. O método
MISER tem potencial para ser aplicado em outrasunes
cromatograficas com diferentes fases estaciond&s, como outros
tipos de detecgdo mais seletivos, tais como agpeetria de massa.
Assim, seria possivel monitorar cada analito naramdo massa/carga
especifica e aumentar o nimero de injecbes na mesmia,
contribuindo para melhor rendimento instrumental.

O método que utiliza mdltiplas inje¢cdes poderia agaptado
para uso em qualquer equipamento de GC convengcemabntrario de
outros métodos encontrados na literatura, que Eanmentar a
frequéncia instrumental utilizaram algum tipo de dificacdo
instrumental. Uma sugestdo, seria quesdftware do equipamento
pudesse ser modificado de modo a permitir multipiecdes, sem a
necessidade de criar métodos em sequéncia.

A etapa do preparo da amostra foi fundamental para
desenvolvimento do método MISER. O procedimentoclan up
utilizando SPE permitiu a obtengcdo de um cromatngraom numero
reduzido de picos - favorecendo a injecdo multipla.

O método de injecdo multipla permitiu a quantifii@gdos
triterpenos, friedelan-3-ol e friedelin em exteatte folhas de diferentes
individuos deM. ilicifolia, cuja concentragdo média variou entre 2,86 —
3,73 (+ 0,62) mg § e 2,26 — 2,47 (+ 0,15) mg'grespectivamente.
Além disso, permitiu comparar diferentes individuesn um mesmo
cromatograma.
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A partir do método ndo paramétrico de Kruskal-Vgadlbservou-
se que ndo houve correlagédo entre os diferentgmgme aclleos e os
triterpenos para os diferentes grupos Meilicifolia. Este resultado
auxilia na selecdo das plantas para uma nova aultem menor
ndmero de aculeos.
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CAPITULO 3. Determinagéo de flavonéis emM. ilicifolia por ele-
troforese capilar de zona utilizando planejamento
de experimentos

1 INTRODUCAO

O emprego de plantas popularmente conhecidas pdicimes,
como aM. ilicifolia no tratamento de algumas doencas é uma pratica
muito difundida no Brasil. O amplo interesse nestpécie, juntamente
com o0 aumento de sua utilizacdo pela indUstriadaéutica, acentuou a
importancia do desenvolvimento de métodos anaditpara determina-
¢do e controle de qualidade de seus principiogsatieomo forma de
padronizacéo de fitoterapicos, permitindo uma egtira de possiveis
marcadores quimiotaxondbmicQ<EITE et al., 2001)

Dentre os principios ativos encontradosMailicifolia encon-
tram-se os flavonéis, subgrupo da classe dos ftades. Estudos rela-
tam diversas atividades farmacoldgicas para alffamsnois presentes
nesta espécie, tais como, anti-inflamatéria, argialgéncia e de redu-
¢do da motilidade gastrointestin@ORGE et al., 2004; BAGGIO et al.,
2009; LEITE et al., 2010)

A determinacdo de compostos flavonicos e dos cotopdsnoli-
cos, em geral, pode ser realizada por meio de ed@mpfio com cloreto
de aluminio, sendo analisada por espectrofotometrja medida indica
o teor de flavonoides totais, sem a possibilidagl&@dntificar quais s&o
0s tipos presentgslUANG et al., 2009; FERNANDES et al., 201ZXputra
técnica empregada para a determinagdo destes dosgos GC-MS,
que, de acordo com estudo realizadoRRDESTOS et al., (2006) e KUS-
KOSKI et al., (2012)apesar de apresentar seletividade superior quando
comparado ao uso de outras técnicas, devido aifisipede do detec-
tor, o qual informa a massa molar dos analitosjaaiassim existe a
necessidade de procedimentos de derivatizacdo gparmversao dos
analitos em compostos mais volateis e estaversando o método labo-
rioso.

A técnica mais empregada para a separacado e Guegéid dos
compostos fendlicos é a HPLC-UNEITE et al.,, 2001;CHEN; ZUO;
DENG, 2001; YARIWAKE et al., 2005pu HPLC-MS/MS(TSIMOGIAN-
NIS et al., 2007; DE SOUZA et al, 2008a; CUOCO; MAH; VIEILLESCA-
ZES, 2014)ou a combinagdo dos mesmatBERTI et al., 200). Alguns
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fatores séo importantes para a analise destes stospdais como, a
escolha da fase mével e do tipo de coluna adequedaiada, a purifi-
cacdo das amostras complexas e/ou pré-concenttag@malitos com o
emprego de cartuchos de SPE, a fim de melhorgraaesgiio dos anali-
tos se faz necessai@HEN; ZUO; DENG, 2001; KHODDAMI; WILKES;
ROBERTS, 2013)

A eletroforese capilar (CE, do ingléapillary electrophoresjs
vem se mostrando uma técnica versatil para anaisempostos or-
ganicos e inorganicos, uma vez que apresenta uto operacional
inferior quando comparada com as técnicas croméfiogs (COLOM-
BARA; TAVARES; MASSARO, 1997) Além disso, apresenta vantagens
como pequeno volume de injecdo de amostra, attéefia de separa-
¢cdo e tempos de andlise apreciavelmente curtoss Essacteristicas
demonstram sua utilidade na determinacao rapifiaierae de compos-
tos fendlicos em extratos vegetéitO et al., 2007) Dentre as modali-
dades da CE, a eletroforese capilar de zona (C@Engléscapillary
zone electrophoregi® a cromatografia eletrocinética micelar vém sen-
do empregadas para a determinacdo de compostdedsregm diferen-
tes matrizeTONIN et al., 2005; PERES et al., 2009; DIAGONE adt,
2012).

Devido a estrutura dos flavonoides apresentaragrigidroxila,
conforme elucidado no Capitulo i2efn 2.2.2, o método por CZE mais
encontrado na literatura para sua determinacapa¥tm da complexa-
¢do com ions borato, o qual permite melhor efi¢@n@a separagcéo
mesmo que os analitos ndo estejam completameritadms (ORIN;
VILLARD; DREUX, 1993a; MORIN; VILLARD; DREUX, 1993b WANG;
HUANG, 2004; TONIN et al., 2005; PERES et al., 2008AGONE et al.,
2012).

Para o desenvolvimento de um método por CZE, éseére a-
valiar alguns parametros, tais como: composicagaf@dnica e pH do
eletrélito de corrida (BGE, do inglésackground eletrolyde tenséo
aplicada; temperatura de separacdo; tamanho d@arcagntre outros.
Uma ferramenta que pode auxiliar na escolha daanperos ideais de
um método é softwarePeakmaster, que permite uma simulacéo prévia
de analitos cuja mobilidade seja conhecida, semcassidade de reali-
zar procedimentos experimentais. Entretanto, alagéo para alguns
compostos ndo é possivel, como é o caso dos carsdesblicos, uma
vez que as mobilidades dos mesmos ndo sdo contieDidate disso, é
possivel utilizar o planejamento de experimento®EDdo inglésde-
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sign of experimehtpara o desenvolvimento de métodos analiticos para
separagdo desses compostos. Esta ferramenta mmiid utilizada e
mostra-se vantajosa e eficiente para o desenvahiore otimizacdo de
métodos de separacdo, uma vez que permitem agia@lips efeitos de
interacdo entre as variaveis com um nimero redugdensaios e torna
possivel a construcdo de modelos empiricos paravisfio de condi-
¢Oes experimentais adequadas, tais como na estalbamposi¢do do
BGE, tempo de preparo de amostra, entre outrogr&ng sao os traba-
Ihos encontrados na literatura que vem empregand®B& no desen-
volvimento de métodos de separacdo por BHEURUKVORAKUN;
SUNTORNSUK; SUNTORNSUK, 2006; PERES et al., 200 EINHART et
al., 2011 BALLUS et al., 201).

Dentre os trabalhos encontrados na literatura panealiacdo de
flavonois presentes eM. ilicifolia (TIBERTI et al., 2007 DE SOUZA et
al., 2008a,DIAGONE et al., 2012)até o presente momento, henhum des-
tes quantificou os flavonéis, apenas identificaeguns flavonois-3-O-
glicosilados, derivados de quercetina e canferol.

Nesse contexto, 0o estudo apresentado neste capitpde o
emprego de DOE no desenvolvimento de um métodogaeparacéo e
quantificacdo de flavondis em extratos e ilicifolia. Diante disso,
tém-se o0s objetivos do presente capitulo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método para determinacédo de flagogmiM.
ilicifolia por eletroforese capilar de zona com o auxilipldoejamento
de experimentos na escolha dos parametros inerantesétodo, tais
como composicao do BGE e condi¢des de hidrélistaaci

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Avaliar as concentracdes adequadas de TBS e maiarmla
composicdo do BGE empregando o DOE para a sepatasio
flavondis presentes no extrato hidroalcoolico ddisafs secas e
moidas dau. ilicifolia;

> Propor um método rapido e eficiente de hidréliselaados
flavondis presentes na amostra, selecionando @&ntacao de
acido cloridrico, temperatura e tempo de hidrolisiézando
DOE;

> Avaliar as agliconas presentes nos extratos hictooitos apos
o procedimento de hidrélise acida, bem como a distade das
mesmas conforme a alteracéo do pH (2-8);

> Sugerir um método eficiente para a extracdo da®riléis da
M. ilicifolia, avaliando a influéncia do tempo de sonicacado e
concentracdo adequada de metanol:agua;

> Avaliar os paradmetros de validacdo do método: tidade;
limites de deteccdo e quantificagdo; precisdo -ensaio e in-
termediaria; e recuperacao;

> Determinar o perfil dos 111 individuos d& ilicifolia com
relagdo a presenca dos flavondis e correlacionaracaimero
de aculeos;
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3 EXPERIMENTAL
3.1 REAGENTES E SOLUCOES

O solvente utilizado no procedimento de extragéofthvondis
foi metanol P.A. (MeOH) (Vetec Quimica Fina, Rio d&neiro). Uma
solucdo estoque de HCI 8 mof (Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro)
foi utilizada para o procedimento de hidrélise 4cidara o procedimen-
to de correcdo do pH, apos a hidrélise acida,zatiise uma solucao
estoque de Tris(hidroximetil)laminometano (TRIS) aooncentracdo de
1,23 mol L* (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo).

Para a composi¢cdo do BGE, utilizou-se uma solugéagee de
tetraborato de sédio (TBS) 100 mmét (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, ) e
MeOH.

A solucéo estoque contendo o padrao interno (Plijpasbeno
foi de 90 mg L[* (Sigma—Aldrich, S&o Paulo).

A curva de calibracdo externa foi preparada comcdals esto-
que dos padrdes de canferol (1050 nTy & quercetina (1080 mg™)
(Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) preparados em MeQExlL:1) com dilui-
¢bes apropriadas contendo a concentracéo finaRi® 0,41 mol [Y),
HCI (0,4 mol ) e PI (30 mg ).

3.2 INSTRUMENTACAO

As analises dos flavonéis foram efetuadas em uripamento
de CE-UV-Vis (Agilent Technologies modelo 7100 CERs
determinacdes foram realizadas em 390 nm, com tatupe de 25°C
em um capilar de silica fundida com revestimenterew de poli-imida
(Polymicro Technologies, E.U.A.). Utilizou-se um pdar cujo
comprimento total, §, era de 32 cm (50 um de didametro interno e 375
pm de didmetro externo) e comprimento até o detelciq de 23,5 cm.
O condicionamento inicial do capilar foi realizaddilizando uma
pressdo de 940 mbar com trinta minutos com NaOkdlLL?) e em
seguida, por mais trinta minutos com &gua desidaiz&Milli-Q,
Millipore, E.U.A.).

Para a determinagdo dos analitos=(390 nm), utilizou-se como
composicdo do BGE (20 mmol‘lde TBS e 20% MeOH). Incialmente,
o capilar foi condicionado com o BGE durante 10utos, em seguida,
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empregou-se 0 modo de injecdo hidrodinAmica 50 r{baegundos,
amostra) e um plug de a&gua apdés a amostra (50 rBbsg)y,e para
separacdo dos analitos aplicou-se um tensdo de 3IPkharidade
positiva na inje¢do). A aquisicdo e o trataments dados foram
realizados utilizando software ChemstatiSnver. A.06.01

3.3 PREPARO DE AMOSTRA
3.3.1 Planejamento de experimentos

As seguintes condi¢des foram avaliadas utilizandoggamento
de experimentos: concentracdo adequada de TBS ¢iNjafx a com-
posicdo do BGE e concentragcéo de HCI, temperatteango de hidroli-
se dos flavondis glicosilados.

3.3.1.1 Composi¢do do BGE para a separacdo dosrildig glicosila-
dos

Para a separacdo dos analitos, a composicdo do BGE
otimizada mediante um planejamento fatorfalc®dm ponto central (trés
replicatas), variando as concentracdes de TBS @® mmol L) com
MeOH (10 — 30%), conforme descrito na Tabela 3.ke#posta para
este planejamento fatorial foi correlacionada comamior nimero de
picos presentes.O tratamento dos dados foi realiastdizando o
softwareAction 2.6 (ESTATCAMP).

Tabela 3. 1Planejamento fatorial’2como ponto central para o eletrélito de
corrida.

o Niveis
Variaveis Independentes 1 0 1
TBS (mmol L™) 30 20 10
MeOH (%) 30 20 10

+ 1 - nivel superior; 0 — ponto central; -1 — nivéérior;
Fonte: o préprio autor.

Deste modo, numa primeira etapa foi realizada i@agko a partir
das folhas deM. ilicifolia, segundo estudo d8BOLOMBO; LANCAS e
YARIWAKE, (2006), com algumas adaptacdes. Em um frasco de
polipropileno fechado, um volume de 2 mL de MeO}DH1:1, v/v)
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foram adicionados em 100 mg de planta seca e mB&la.extrato foi
homogeneizado e submetido a extragdo por ultragSoistofoli Ultra-
sonic Cleaner, 42 kHz) durante 90 segundos. Emideego extrato foi
centrifugado durante 2 min a 3000 rpm. Uma aliquiatssobrenadante
foi injetada no equipamento de CE para determirerucha forma
preliminar quantos flavondis poderiam ser encowsado extrato da
folha deM. ilicifolia.

3.3.1.2 Hidrdlise acida dos flavonais glicosilados

Para o procedimento de hidrélise &cida, foi redbzaum
planejamento fatorial,>2com ponto central (com cinco replicatas), em
gue foram avaliados os seguintes parametros: cttagcéo de HCI (0,4
— 1,2 mol Y); temperatura (70 — 110 °C); tempo de hidrélige 280
minutos) (Tabela 3.2). A resposta para este plareeo fatorial foi
correlacionada com a concentracdo total das agl&cqresentes. O
tratamento dos resultados foi realizado utilizandwftwareAction 2.6
(ESTATCAMP®).

Tabela 3. 2Fatorial Z com ponto central para hidrélise 4cida.

L Niveis
Variaveis Independentes ) 0 1
Temperatura (°C) 110 90 70
tempo (minutos) 80 50 20
HCI (mol L ™) 1,2 0,8 0,4

+ 1 - nivel superior; 0 — ponto central; -1 — nivéérior;
Fonte: o préprio autor.

Em tubos de ensaio de vidro com tampa foram adidiosi uma
aliquota de 500 pL do extrato preparado como destiSecéo 3.3.1.1
com HCI (nas diferentes concentragdes descritakabala 3.2) e 4gua
desionizada, cuja diluicdo final manteve a proporg@ 1:1 (V/v).
Posteriomente, o tubo foi colocado na estufa soferatites
temperaturas, e tempos, previstos no planejameattwidl. Apds a
hidrélise, esperou-se o arrefecimento do tubo pareio posterior
correcdo do pH com uma solugdo de TRIS (2,4 mY| juntamente
com o P.I. A correcao inicial do pH para 8,0 damstnas hidrolisadas
foi realizada na propor¢cdo Amostra:TRIS:P.I. (1:¥A4//v) e injetadas
imediatamente no equipamento de CE.
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Como procedimento final para a hidrélise acida,telpos de en-
saios de vidro com tampa, em 500 pL do sobrenadivdeextratos
preparados de acordo conBacdo 3.3.2.1foram adicionadas aliquotas
de HCI (1,2 mol [}) e 4gua desionizada, mantendo a proporcéo final de
diluicdo 1:1 (v/v). Os tubos de ensaio foram collesaem estufa a 110
°C por 15 minutos, e, apos o arrefecimento da &olugma aliquota do
extrato hidrolisado foi diluida com TRIS (1,23 nist) e P.I. (90 mg L
Y nas seguintes propor¢des 1:1:1 (Amostra:TRI$:Bdm pH final
igual a 3,6, para posterior andlise no CE.

3.3.2 Procedimento de extracéo

Para o procedimento de extracdo foram avaliadosfe®s do
MeOH (20-100%) e o tempo de sonicacao (2-30 miome& procedi-
mento final, em tubos de ensaio com tampa, 2 mMé®H:H,O
(40:60 v/v) foram adiconados em 100 mg de plantaipmente seca e
moida. O extrato foi homogeneizado e submetidott@gio por ultras-
som (Cristofoli Ultrasonic Cleaner, 42 kHz) duraB@minutos a 25 °C.
Apos, centrifugado a 3000 rpm por 2 minutos. Uniguata de 500 pL
do sobrenadante foi submetida a hidrdélise acida.

3.3.3 Estudo de estabilidade das agliconas

O procedimento para a avaliacdo da establidadeglaonas
dos flavondis apds a hidrélise acida foi desendolvem diferentes
valores de pH (2, 4, 6 e 8), utilizando o TRIS parguste. A amostra
hidrolisada foi diluida com TRIS e Pl nas propogdel:1 (v/iviv), e,
posteriomente injetadas no CE. O estudo da estatidifoi avaliado por
um periodo de 8 horas nos diferentes pHs.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE SEPARACAO

4.1.1 Composicdo do BGE para a separacéo dos fladis glicosila-
dos utilizando planejamento de experimentos

Inicialmente, para o desenvolvimento do método @sty foi
necessario verificar quais eram os flavonodis pteseno extrato das
folhas deM. ilicifolia, utilizando procedimento de extracdo segundo
estudo deCOLOMBO; LANCAS e YARIWAKE, (200§, com algumas
adaptacgoes.

Sabe-se que, para que ocorra uma separacao eléeticEem so-
lucéo livre, é necessario que os analitos aprasecdega, seja positiva
ou negativa, a qual depende do pKa e do pH da &wlafetrolitica.
Neste caso, para os compostos fendlicos o valpiKdese encontra na
faixa de 7 a 12ZWANG; HUANG, 2004; HYOTYLAINEN; KIVILOMPO-
LO, 2011) portanto, a composi¢cdo do BGE deve apresentgsHimesta
faixa. Deste modo, um dos componentes do BGE adoothi o TBS
(pKa = 9,3). Além de apresentar uma boa capacidadeotzenpe na
faixa de pH de trabalho, o TBS é amplamente utibzaa separacdo de
flavonoides por CE, pois 0 &nion borato forma caxg$ com os gru-
pos hidroxila das agliconas e/ou falvonoides gliadss, aumentando a
seletividade da separagéo, sem a necessidade alissapstarem to-
talmente ionizadogMORIN; VILLARD; DREUX, 1993a; MORIN; VIL-
LARD; DREUX, 1993b; LUO et al., 2007A faixa de concentracdo de TBS
avaliada no presente estudo foi de 10 - 30 mriolconforme descrito
no planejamento de experimentos.

Para melhorar a solubilidade dos analitos foi renés a adicao
de um modificador organico na composicdo do BGEteneaso, esco-
Iheu-se 0 MeOH (10-30%). De acordo CEERES et al., (2009ppesar
do emprego de modificadores organicos aumentampdele analise,
uma vez que ocorre uma diminuicdo na velocidad#udo eletrosmo-
tico, contudo, pode reduzir a corrente elétrictaedo um aquecimento
no interior do capilar pelo efeito Joule.

Para a escolha da concentracdo eletrélito de eobiicscou-se
como resposta 0 maior nimero de picos eletrof@®tian um menor
tempo de andlise, sem o comprometimento da resolgiie os anali-
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tos (Tabela 3.3). Outro fator determinante parscalba do eletrélito de
corrida foi a corrente elétrica registrada, sufitéepara ndo causar que-
das ou eletrdlise provocadas pelo efeito Joule.

Tabela 3. 3Dados do planejamento fatoridl @m ponto central para a escolha
da composigdo do BGE em fungdo do nimero de picos.

Experimentos TBS MeOH NuUmero tanalise
(mmol L™ (%) Picos (min)

1 -1 -1 10 4

2 -1 +1 15 9

3 +1 -1 8 6
4 +1 +1 11 17

5 0 0 10 7

6 0 0 10 7

7 0 0 10 7

Em uma avaliagcdo preliminar foi empregado um mépmta se-
paracao dos flavondis utilizando um capilar cujmpdmento total foi
de 48,5 cm (50 um didmetro interno x 375 um didmexterno) e com-
primento efetivo de 40 cm, com injec&o hidrodin&amis0 mbar, 3 s),
tenséo de 30 kV (polaridade positiva).

Ao analisar os resultados do planejamento fatooiaéervou-se
gue a melhor condicdo para a separacgéo de aniites, n = 10) e que
mostrou melhor resolucéo foi empregando uma coragid de TBS de
20 mmol L* com 20% de MeOH (v/v) cujo pH aparente é 9,5, coné
mostrado na Figura 3.1. Além disso, nessa condatifeve-se um
tempo de andlise inferior a 7 min, e ainda, obss/aim valor de
corrente elétrica préximo a 50 YA, considerado watorvadequado,
evitando o aquecimento do sistema por efeito Joule.
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Figura 3. 1 Resposta do planejamento fatorialcm ponto central, para esco-
Iha do eletrolito de corrida, variando as conce&ftea de TBS e MeOH. Outras
condi¢des de separacgdo: injecao hidrodindmica, i alurante 3 s; tenséo, 30
kV, polaridade positiva; capilar, 48,5 cmq], 40 cm (l4e); temperatura, 25°C.
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A Figura 3.2 apresenta o eletroferograma amplidgidi@gando as
condi¢cbes escolhidas para a composi¢cdo do BGE uab apresentou
dez picos. Alguns estudos publicados na literatomatram que os fla-
vonois glicosilados encontrados em plantas do gélerytenus spp
sdo derivados de quercetina e canf@rBITE et al., 2001; TIBERTI et al.,
2007; DE SOUZA et al., 2008b; BAGGIO et al., 2009iante disso, fez-se
a adicdo de padrdes de alguns flavonois glicossladagliconas, porém
nao foi possivel a indentificagdo de nenhum dosspresentes. Contu-
do, por meio de comparacdo dos espectros de UVAdi®U-se uma
similaridade com os espectros dos padrbes de chrdequercetina.
Todavia, para investigar esta informacdo, foi nefes realizar um
procedimento de hidrélise acida e verificar as ess agliconas que
compdem os flavonais glicosilados.

Figura 3. 2 Eletroferograma de um extrato da plakbtailicifolia. Condi¢des de
separacdo: injecdo hidrodinamica, 50 mbar, 3 sa®n30 kV, polaridade posi-
tiva; eletrolito de corrida, TBS 20 mmol L-1, MeO20%; capilar, 48,5 cm
(Ltot) 40 cm (Ldet); pH 9,5; temperatura, 25%C390 nm.

i 4 b Norm
L 1 1
q 1 5 F 9 1 Canferol
5 b o
1 4
o,
2« N N
Ll b 17]

2|
200 250 300 350 400 nm

Norr
i \ Quercetina
20

200 250 300 350 400 nm

5

s 0o

6,5 min




103

4.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Otimizacdo do procedimento de hidrélise aciddos flavonois
utilizando planejamento de experimentos

Para a determinacdo das agliconas dos flavondiaeméssario
realizar um procedimento de hidrélise acida, nd s@uebra a ligacao
glicosidica entre a aglicona e as moléculas deaac{® resultado da
hidrélise depende diretamente da molaridade doo&atidizado, do
tempo empregado, da temperatura e da composicgohdnte extrator
utilizado na etapa que antecede esse procedim@NECH; P-
YRZYN’'SKA; BIESAGA, 2007)

A hidrélise acida comumente utilizada para flavdedi glicosi-
lados requer a adicdo de 4cido cloridrico concdat(a:1) mantendo o
sistema fechado sob aquecimento a uma temperaut@0i°C durante
uma hora(ONISZCZUK; HAWRYT, 2011) No entanto, existem relatos
gue descrevem outras condi¢des para o procedirderttidrolise acida
de flavondides glicosilados, seja alterando a teatpe, concentracéo
de acido ou tempo da hidroli$& ANG; HELLIWELL, 2001; NUUTILA,
KAMMIOVIRTA, OKSMAN-CALDENTEY, 2002; MOLN AR-PERL; FUZ-
FAI, 2005; BAE et al., 2012; BIZZOTTO et al., 2012)

Contudo, a fim se obter um procedimento mais radieln-se
uso de um planejamento fatorial com a avaliacdecateentracdo de
HCI; tempo e temperatura da hidrélise, conformeciiiesno procedi-
mento experimentalSgcao 3.3.1)2 Os niveis das variaveis indepen-
dentes do planejamento fatorial foram baseadograbalhos descritos
por Molnéar-Perl e Fuzfai (2005) a resposta avaliada foi a concentracdo
dos analitos apés cada experimento do planejanfetmidal. Antes das
amostras hidrolisadas serem injetadas no equipardentE, ajustou-se
o0 pH préximo de 8 com a adicdo de TRIS (2,4 mbl L

A Figura 3.3 ilustra os eletroferogramas referemteseparacéo
dos analitos na amostra hidrolisada (a), misturpadizdes de canferol e
quercetina (b) e amostra hidrolisa com adicéo dir&oade canferol e
quercetina. A Figura 3.3 (a) indica que apés ogqumnento de hidroli-
se, apenas duas agliconas foram determinadasferaama quercetina.
A presenca majoritaria destas agliconas foi tamloémfirmada por
Diagone et al., (2012)A Figura 3.3 (b) apresenta a separacado dos padroe
dos analitos, com um tempo de migracdo semelhgoléevidenciado
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na amostra. Apds o procedimento de adi¢cdo de padramostra, Figu-
ra 3.3 (c), e ainda, por meio da similaridade dgmeetros de UV, con-
firmou-se a presenca das agliconas majoritarias apdidrolise do ex-
trato da planta.

Sendo assim, 0 método desenvolvido inicialmenta padeter-
minacdo dos flavondis glicosilados foi modificaddira de reduzir o
tempo de analise, uma vez que apenas as duasnaglifiram identifi-
cadas. Para isso foi utilizado um capilar de 32(lcgy) 23,5 cm (luey
(50 pm d.i. x 375 pum d.e.). As amostras e padréesf injetados hi-
drodinamicamente (50 mbar, 3s) seguido deplug de agua desioniza-
da (50 mbar, 5 s). A injecdo de um volume de agds a injecao da
amostra teve como objetivo diminuir os efeitos ades da elevada
forca ibnica da amostra, cuja concentracdo de &melevada.

Para corrigir possiveis erros na inje¢cdo o metilpano foi esco-
Ihido como padrao interno, devido a suas proprieslagmelhantes as
dos analitos, uma vez que este tem um pKa proxidasanalitos (pKa
~8,4), e ainda, tem capacidade de absorver radisg@egido do UV
305 nm) sem interferir na separagcdo dos mesmos.
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Figura 3. 3Eletroferograma de um extrato da plabtailicifolia. Condi¢cdes de
separacao: injecao hidrodindmica, 50 mbar, 3 s gaajo+ 50 mbar, 5 s (Agua
desionizada); tensao, 30 kV, polaridade positiletr@ito de corrida, TBS 20
mmol L, MeOH 20 %; capilar, 32 cm ) 23,5 cm (le); pH 9,5; Temperatu-
ra, 25 °C;A, 390 nm. (a) extrato hidroalcodlico hidrolisadb) fistura dos
padrées canferol e quercetina (50 mid);l(c) adicdo de padrdes de canferol e
quercetina no extrato hidroalcodlico hidrolisado.
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Sendo assim, as respostas avaliadas para cadanexger do
planejamento fatorial estdo representadas pelaecntlacéo total das
agliconas canferol e quercetina (Tabela 3.4). Bipekobservar que o
experimento 4 (+1 +1 -1) apresentou maior rendimeat hidrélise e o
experimento 1 (-1 -1 -1) teve um rendimento infeadodos os outros.
Isto quer dizer que a modificag&o das variaveiptratura e concentra-
¢ao de HCI do menor nivel para o maior nivel afgtapositivamente o
rendimento da reagéo de hidrélise. Contudo, awelrtémpo nao apre-
sentou efeito significativo, nestes dois experiment

Tabela 3. 4Concentracéo total de agliconas a partir do plamejéo fatorial 2
com ponto central para o procedimento de hidrélise.

X1 X2 X3 Canferlol Quercetlina
. . f d
Expetimentos T (m|1|CLI-1) tempo A?IIT'](;OS%S (mg g’) (mg g’)
(°C) (min)
1 -1 -1 -1 0,11 0,06 0,05
2 1 -1 -1 0,30 0,18 0,12
3 -1 1 -1 0,14 0,08 0,06
4 1 1 -1 0,49 0,26 0,23
5 -1 -1 1 0,17 0,07 0,10
6 1 -1 1 0,19 0,09 0,10
7 -1 1 1 0,23 0,15 0,08
8 1 1 1 0,23 0,12 0,11
9 0 0 0 0,36 0,26 0,10
10 0 0 0 0,27 0,18, 0,09
11 0 0 0 0,34 0,16 0,18
12 0 0 0 0,30 0,10 0,20
13 0 0 0 0,32 0,19 0,13

*Agliconas — soma das concentragdes de quercetaaferol (mg g);
Fonte: o préprio autor.

A Tabela 3.5 apresenta os valores obtidos dosaieetes dos fa-
tores (concentracdo de HCI, temperatura e temgels efeitos indivi-
duais, bem como sua possiveis interacdes. E pbsdiservar que o
fafor temperatura apresenta um coeficiente posiivp<0,05, assim
como, o fator concentragdo de HCI. Isto confirmef@to positivo no
rendimento da reacdo conforme descrito anterioendat o fator tempo
nao apresenta efeito significativo na respostaxgperanento. Contudo,
a interacdo entre os fatores temperatura e tengjicainm efeito negati-
vo (coeficiente negativo e p<0,05), isto €, a quanaior a temperatura,
menor € 0 tempo necessdrio para a reacdo de baadorrer. Uma
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maneira de representar os resultados deste plaem@arfatorial foi por
meio do grafico de cubos (Figura 3.4.). Desta foronexperimento que
apresentou maior concentracdo para canferol e efirexcfoi para o
experimento 4 quando o extratolMeilcifiolia foi submetido a hidrélise
com HCI 1,2 mol %, temperatura de 110 °C por 20 minutos.

Tabela 3. 5Valores obtidos para os coeficientes, erro padedte-t e p-valores
a partir do planejamento fatorial. 2

Fatores Coeficiente  erro Teste - p-valor

bo 0,265 0,009 27,395 1,1xt0

Xy bl 0,07( 0,017 5,66¢ 0,00t

X, b2 0,04( 0,012 3,23¢ 0,03

X3 b3 -0,028 0,012 -2,227 0,089

XX, b12 0,018 0,012 1,417 0,229

XX b13 -0,06¢ 0,012 -5,26¢ 0,00¢

XX b23 -0,015 0,012 -1,214 0,291

X123 b12Z -0,023 0,012 -1,822 0,142

Figura 3. 4 Gréfico de cubo relacionando a resposta da arddigganejamento
fatorial para a hidrolise acida, cujo produto fieatoncentragao total de aglico-
nas (canferol e quercetina) em my @arametros avaliados: T = 80 a 110 °C;
[HCI] = 0,4 a 1,2 mol [* etempo = 20 a 80 minutos.
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Uma vez que a variavel tempo nao apresentou gfesiivo ou
negativo nos valores de rendimento da hidréliselaacioi realizado
entdo um estudo univariado com variacdo apenasrdpd (t = 5 a 30
minutos) e fixando-se os parametros de concent@de&tCl (1,2 mol L
') e temperatura (T = 110 °C), buscando com isso dimauicéo do
tempo de hidrdlise. A Figura 3.5 ilustra o resuitaéste ensaio, em que
foi possivel observar uma correlacdo positiva eattempo e o rendi-
mento da hidrélise. Desta forma, a reacao de lgdrétingiu sua estabi-
lidade em torno de quinze minutos. Com isso, camda que as condi-
cbes adequadas de hidrélise foram HCI (1,2 nmbld. 110 °C por 15
minutos.

Figura 3. 5Avaliacdo univariada para hidrélise acida, manteseltemperatura
(110 °C) e concentragdo de acido (HCI=1,2 md) tonstantes e variando o
tempo de aquecimento de 5 a 30 minutos.
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Em um trabalho realizado pWACH, PYRZYNSKA e BIESAGA
(2007)em que foi avaliado o procedimento de hidrélisel@a fim de
obter a aglicona quercetina em diferentes matrizés,como vegetais,
frutas e ervas. Os autores verificaram que, awagain o procedimento
de hidrélise empregando HCI 2,8 mot tom refluxo a 90 °C por cinco
minutos, um melhor rendimento foi obtido. Porém,pnesente estudo,
para concentracées maiores que 1,2 nioté acido, os analitos sofre-
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ram degradacdo e ndo foram detectados no CE (dedospresenta-
dos). Diante disso, houve a necessidade de seaestwtabilidade dos
flavondis frente ao procedimento de preparo de amos

4.2.2 Estudo da estabilidade do pH nos flavonois ép a hidrdlise
acida

Devido ao carater antioxidante dos flavonodis, edeaem ser es-
tabilizados. Por isso, foi realizado um estudo fste do pH apds a
hidrélise a fim de verificar a estabilidade da geéna e canferol.

Nos ensaios o0 agente utilizado para a correcadidoip TRIS,
uma base fraca e que tem a vantagem de captangmddosolucdo, au-
mentando o pH da mesma, sem aumentar a forca ifnicaeio, sendo
isto uma vantagem em andlises por CE. Esse proenttinaliado a
adicdo de unplug de 4gua apos o da amostra, favoreceu a diluicdo da
amostra, bem como a diminuicéo da forca ibniceoepreu uma sepa-
racdo adequada dos analitos. Um estudo realizad®iptmtto et al.,
(2012) utilizou o hidréxido de so6dio para alterar o pHrdeio, porém,
para este estudo, isto ndo seria vantajoso, umauweacarretaria em
um aumento da forca ibnica, devido a presencarmehmroxido e sé-
dio, dificultando a separacao dos analitos.

A Figura 3.6 esboca o efeito do pH (2, 4, 6 e 8farecentracdo
dos analitos ao longo de um estudo de oito horasaride este estudo,
observou-se que as amostras submetidas a um eajil & 6 depois de
algum tempo foi observada uma diminuicdo na conaefid de canferol
e quercetina, até ndo ser mais detectada pelo météda possivel
explicacdo seria que o pH mais elevado pode congiesna estrutura
das agliconas, conforme estudoHie et al., (2010) Além disso, obser-
Vvou-se que para pH préximo a 2, ocorreu uma redngdmncentracao
da guercetina. Diante disso, o valor mais adequladpH para realizar
as analises das amostras apés o procedimentordéisede enconra na
faixa de pH = 3,6.
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Figura 3. 6 Estudo do efeito do pH na concentracao dos flawofa)icanferol e
(b) quercetina em fungéo do tempo.
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4.2.3 Extracéo dos flavonois

A fim de encontrar uma condicdo adequada para cegimento
de extragdo, avaliou-se os efeitos do MeOH (20-)08%0 tempo de
sonicagao (2-30 min) a temperatura ambiente (28€k¢ procedimento
teve como melhor resposta o rendimento em fung&oodaentracdo
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total de canferol e querecetina (apds hidrolisey. v@lores previstos
foram baseados em trabalhos anteriof€@OLOMBO; LANCAS;
YARIWAKE, 2006; YANG; ZHANG, 2008).

A Figura 3.7 mostra a extragdo das agliconas egéfudo tempo
de sonicacédo e porcentagem de MeOH. A medida demeo de soni-
cacao aumentava, o rendimento da extracdo era efetiso, porém
com uma porcentagem menor de MeOH (4086)yboza e Serra (1992)
concluiram que devido ao efeito de cavitagao pradogelo emprego
do ultrassom em reagfes quimicas, este tipo dagrele amostra apre-
senta vantagens como a reducao do tempo de readé@gdo da quanti-
dade de reagentes/solventes; aumento de rendinfamtoecimento de
reacfes que normalmente ndo ocorrem em condi¢cOemiso

Portanto, como procedimento final para a extragéo ahalitos
empregou-se 40% de MeOH (v/v) a 25 °C por 20 mgato ultrassom.
Outros estudos da literatura comprovam que a édra@roalcodlica,
seja com metanol ou etanol, de agliconas e fladasoglicosilados sédo
mais efetivas, pois esta mistura de solventes causatura das mem-
branas celulares e aumenta o potencial extratantddor das células
(ROBARDS, 2003; MOLNAR-PERL; FUZFAI, 2005; WACH; P-
YRZYN'SKA; BIESAGA, 2007; BAE et al., 2012).

Figura 3. 7 Estudo da extracé@o dos flavondis mantendo-se aetratypa a 25°C
e variando MeOH (20 - 100 %, v/v) e o tempo decagéo de 2 a 30 minutos.

MeOH (40%) e t = 20 min
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4.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE VALIDACAO DO ME-
TODO

A avaliacdo dos parametros do método proposto para
determinacdo de canferol e quercetina nos extda@mnostras de folha
de M. ilicifolia foi realizada de acordo com as diretrizes do 126D5).
Os parémetros analisados foram: linearidade daacdev calibracéo
externa; limites de deteccdo e quantificagdo; péeciintra-ensaio e
intermediaria; e recuperacao.

A Tabela 3.6 apresenta os valores obtidos parauass de
calibracdo externa referente aos analitos canéemplercetina, com um
intervalo linear de 10,5-73,5 e 10,8-75,6 mg (com sete niveis de
concentracéo), respectivamente, com um coeficidateleterminacao,
R? > 0,99. Todas as duas curvas foram preparadas uplicata e
injetadas duas vezes para se ter uma média doesaldma outra
maneira de verificar o ajuste do modelo linearréglizada a partir o
teste F, o qual indicou um valor maior paracQclrd.do que o Kitico
(95% de confiangapara os dois analitos, e isto indica que o modelo
linear tem significancia estatistica.

Os valores de LD e LQ para canferol foram 2,1 @) éag L' e
6,2 (+ 0,5) mg [}, respectivamente, e para a quercetina 0S respectiv
valores foram 3,0 (+ 0,1) mg'ie 8,4 (+ 0,3) mg L.
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Tabela 3. 6Pardmetros das curvas de calibragdo externa dagsslpadréo de
canferol e quercetina.

Parametros Canferol Quercetina
Linearidade — faixa de calibracdo (m§¥  105-73,5 10,8—75,6
Linearidade — inclinag&o (L my® 0,014 0,013
Desvio padrao — inclinacéo 0,001 0,001
Linearidade-intercept® -0,020 -0,052
Desvio padrao — intercepto 0,002 0,002
R 0,999 0,997
LD (mg L") ® 2,1 3,0

LQ (mg L) ® 6.2 8,4
Fealcuad” 782,90 396,09
teatcutade -0,37 0,64

@ Curva de calibragdo com sete niveis de concemtragéla ponto da curva preparado
em duplicata e foi injetado em duplicata.

® | imites de deteccdo e quantificacdo calculadoartrglas equacdekD = (3.3 X S)/S
LQ = (10 x s)/Sondes € o desvio padrdo do intercept&é a inclinagdo da curva
analitica.

© Teste F: Fiico = 6,61; senda. = 0,05.

@ Teste; tuiico = 4,3; senda = 0,05.

Para avaliar o efeito da matriz, foi realizado ustudo de
comparacéo entre a curva de calibracdo extermaieza com adicdo de
padrdo. O valor da inclinacdo da curva de calilwagéerna para o
canferol foi de 0,014 (= 0,001), enquanto o valmrespondente para a
curva de adicdo de padréo foi de 0,014 + (0,002)0s) valores de
inclinacdo das curvas para quercetina foram 0,818001) e 0,014 (+
0,001), respectivamente. A partir do teste t, olmese que ndo houve
diferenca significativa entre as inclinagfess daurvas de calibragéo
externa e de adicdo de padrdo, pois 0s valores.,@g.qt foram
inferiores ao ¢iico, para 95% de confianca, para ambos os analitos. Is
sugere que nao houve efeito de matriz, indicande qumétodo
apresenta seletividade.

Os ensaios de recuperacdo empregando o métodovdesdm
foram realizados em cinco niveis de concentracfisantando bons
valores com relagdo as concentragOes adicionad@iabgla 3.7 mostra



114

os resultados da recuperacéo para os dois analgoguais variaram
entre 99-103% para o canferol e 96-100% para ecejirga, indicando
que o método proposto apresentou boa exatidao.

Tabela 3. 7Resultados dos ensaios de recuperagéo dos amalitfesol e quer-
cetina do extrato d®. ilicifolia usando o método proposto.

Analitos Concentracéo (mg L[)® Ret(:(l;op;((abr)ado
Adicionado Encontrado
10,5 10,7 (£ 0,3) 101,7 (£ 2,5)
15,8 15,8 (£ 0,3) 100,4 (£1,9)
Canferol 21,0 21,7 (£ 0,5) 103,1 (£ 2,2)
31,5 31,5(x0,1) 99,9 (x0,3)
42,0 419 (x1,1) 99,7 (x 2,6)
10,8 10,7 (£ 0,4) 98,8 ( 3,6)
16,2 15,6 (£ 0,4) 96,3 (+ 2,3)
Quercetina 21,6 21,6 (£ 0,3) 100,2 (£ 1,5)
32,4 325(x1,2) 100,2 (£ 3,7)
43,2 42,7 (£ 0,7) 99,0 (+ 1,6)

@ valores de recuperacéo dos padrdes adicionadestr@io deM. ilicifolia.
Inclinagdo: canferol 0,014 (+ 0,002) e quercetir@ld (+ 0,001) Concentracdo de
canferol e quercetina na amostra foi de 19,27 rhguhd 18,67 mg T, respectiva-
mente.

® Média dos resultados de duas medidas de umaaep(ic=2).

A Tabela 3.8 apresenta outros parametros de afaldg método
proposto e estdo representados pelo CV. A predisinumental foi
determinada com uma solugédo dos padrbes de cardequiercetina
(aproximadamente 30 mg'), e também em uma amostra de extrato das
folhas deM. ilicifolia (valores entre parénteses). Os valores de CV para
a variacao da area do pico dos padrdes dos anfli® inferiores a
3%. Quando se avaliou a amostra Meilicifolia os valores de CV
foram inferiores a 5% para ambos os analitos. valar de CV para o
tempo de migracdo tanto dos picos dos padrdes @uanamostra foi
inferior a 1%.

Para a precisdo intra-ensaio de uma solugéo padsianalitos
de aproximadamente 30 mg'Los valores de CV para &area foram
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inferiores a 5%, no entanto, para a amostra vamiire 6 — 8% para 0s
dois analitos. Neste ensaio, o valor de CV paenpb de migracéo foi
proximo a 1%, tanto para os padrfes quanto parsoates.

No caso da precisdo intermediaria, os valores \dep&a o0s
padrdes e amostra variaram entre 6 - 7%. J& pemamo de migracéo,
o valor de CV foi inferior a 5%, tanto para padrdaanto para amostra.

O método proposto apresentou valores satisfat@®sCV,
sendo que o valor esperado para matrizes compéexascontra entre 2
e 20% (HUBER, 2007), indicando que o método tem j@&isédo e
pode ser aplicado para amostras complexas, comoegpemplo,
matrizes de plantas. Além disso, o0 método apresenima boa
eficiéncia para a separagéo dos analitos com uswduggio de 7,2 e 0
numero de pratos elevados 81.622 e 101.697, pafarcbe quercetina,
respectivamente.
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Tabela 3. 8Avaliagao de parametros do método proposto paeteardinagao
de canferol e quercetina.

Parametros Canferol Quercetina
Y- 0, —
I?remsao !nst)rumental, CV (%) 2,86 (3,57) 2,57 (4,29)
area do pic&
Y- 0, — -
Premsaq Instr~ur’)nental, CV (%) — tem 0,66 (0,42) 0,37 (0,49)
po de migracaé
Y- - i 0, —
I?remsao !ntr? ensaio, CV (%) 3,33 (7,76) 4,84 (5,86)
area do pic&
Y- - i 0, —
Precisdo Int_ra ensaio, CV (%) 0,82 (1,05) 0,44 (0,74)
tempo de migraca®
- o o
I?remsao !nte)rmedlarla, CV (%) 4,55 (6,32) 5,22 (6,79)
area do pic&
- o on) i
Premsaq Inte[m)edlarla, CV (%) - tem 4,58 (2,31) 4,79 (1,77)
po de migracaé
Numero de prato8 81.622 101.697
Resolucaty 7,24
Simetria de picd’ 0,77 0,82

@ Coeficiente de variagéo calculado através da equa€d/ =(P/7)x100, onde P é o
desvio padrao absolutoieé a média aritmética da area do pico do analitmédia
aritmética do tempo de migracdo. Valor de CV paegipdo instrumental (n=10) a-
nalisado na mesma solucdo; precisdo intra-ensai6) (B precisdo intermediaria
(n=9). Valores dentro dos parénteses representamestras dos extratos das folhas
deM. ilicifolia.

® Numero de pratos calculados para n = 10 de acamipacequacadi=16(/w)%/L e
ondet; € o tempo de migracédo (minutos) do analifoé a largura de base deste ana-
lito e Lget € 0 tamanho do capilar até o detector em metros.

© Resolucao calculada (n=10) conforme a equag&o2(tr—tn-1)/(W+Wq-1), ondet é o
tempo de migragdo do pico e w é a largura de bagécd. Concentracédo de canferol
e quercetina (30 mg ). Valor médio de simetria de pico para n=10.
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4.4 ANALISE DAS AMOSTRAS

Assim como no capitulo anterior, avaliou-se a #ficia dos acu-
leos foliares presentes nas espécigd déicifolia, em relacdo a concen-
tracdo dos flavonois canferol e quercetina. Uml tgalll inidividuos
foi analisado, os quais foram preparados duascegp e injetados duas
vezes.

A variagao das concentracdes dos flavonéis eméaelags dife-
rentes individuos d#. ilicifolia pode ser observada na Figura 3.8. Os
diferentes individuos foram separados em quatrpayuos quais estao
relacionados a quantidade de aculeos foliares qiesseA concentragéo
média de canferol variou entre 0,29 - 0,33 (+ 0/88)g", como pode
ser observado na Figura 3.8 (a) e a concentrac@@amdé quercetina
variou entre 0,25 — 0,32 (+ 0,04) mg, gjue esta representada na Figura
3.8 (b).
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Figura 3. 8 Concentracdo de Canferol (a) e Quercetina (b) ¢sgde aos gru-
pos de diferentes individuos Nk ilicifolia.
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Grupo 1 - n® actleos: 0 a Brupo 2 - n° aclleos: 0 a 4;
Grupo 3 - n® aclleos: 2 a 4@rupo 4 - n° aclleos: 4 ou mais.

Assim como no capitulo anterior, verificou-se seidaliferenca
estatistica entre os diferentes grupos de acldsatiaram-se 0s pressu-
postos de normalidade, homocedasticidade e indépeiadde residuos,
no entanto, um desses pressupostos também foilwiola

A Tabela 3.9 esboca os dados utilizando o métodgagamétri-
co de Kruskal-Wallis, o qual compara as diferemqgepulacdes. Com
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valores de p-valor > 0,05, com 95% de intervale@gfianca, isto indi-
ca que as concentracdes de canferol e quercetitades os grupos sao
estatisticamente iguais. Deste modo, apesar desigdividuos apre-
sentarem valores atipicos de concentracdo dosnfiésalentro de um
mesmo grupodutliers individuos 41 e 83 (canferol); individuos 42 e
118 (quercetina)), observou-se também que ndo howmvelacdo entre
a presenca de aculeos e a concentracdo dos anabgs como na
avaliagdo dos triterpenos.

Sabendo da importancia da presenca dos flavondgamga, a
escolha de plantas com menor numero de aculeosopdesenvolvi-
mento de uma nova cultivar é favoravel, uma vez apresentam boa
concentracdo destes analitos. A concentragdo thdil/ide cada analito
para cada espécie bk ilicifolia se encontra descrito no Anexo C.
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Tabela 3. 9Teste de Kruskal-Wallis para comparacdo entre fesetlites grupos dil. ilicifolia em fung¢é@o da concentracdo de
canferol e quercetina.

Co';?tgrr?jos Diferenca Diferenca Diferenca Kruskal-Wallis Graus de _valor
P Observada Critica & (Qui-quadrado) Liberdade P
(Grupos)
1-2 9,00 53,71
1-3 25,85 48,41
1-4 9,35 38,98 x
Canferol 5.3 16.85 48 41 Nao 2,47 3 0,48
2-4 0,35 38,98
3-4 16,50 31,29
- 6,00 53,71
- 28,21 48,41
Quercetina ) 15,08 38,98 Nao 4,52 3 0,21

21,08 38,98

1-2
1-3
1-4
2-3 34,21 48,41
2-4
3-4 13,13 31,29
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4.5 COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM ALGUNS
METODOS DA LITERATURA

A partir de uma pesquisa na literatura, observogusendo exis-
tem muitos relatos sobre a quantificagdo de flaisogbcosilados ou
agliconas em extratos dd. ilicifolia, apenas a identificacdo por meio
das técnicas de LC-UV-MS e CE-UV/V(FIBERTI et al.,, 2007; DE
SOUZA et al.,, 2008a; DE SOUZA et al., 2009; DIAGONE al., 2012)ou
quantificagdo de flavonoides totais por meio deeespfotometria
(CHABARIBERI et al., 2009) Dentre os trabalhos citados, observou-se a
necessidade de procedimentos de preparo de amaaisaelaborados,
como fracionamento dos extratos em colunas de sl&té a derivatiza-
¢ao dos flavonoides, além de tempos de andlisosrsgndo invidveis
para a avaliagcdo de uma grande quantidade de as\¢sirl individuos)
deM. ilicifolia.

O método proposto no presente trabalho mostrouas¢ajoso
com um simples preparo de amostra e posterior ifjgagéo dos flavo-
nois totais a partir das agliconas utilizando uéeica simples (CZE-
UV-Vis), com uma analise rapida e com baixo consulmageagente e
custo operacional reduzido, permitindo analisargrande numero de
amostras em um curto espaco de tempo. Além dist®nestodo pode
ser uma ferramenta para auxiliar nas informacOespmentares de
espécies d#/. ilicifolia, uma vez que a Farmacopeia Brasileira (BRA-
SIL, 2010) apenas solicita ensaios para a detegdinde taninos totais
para a sua identificagéo.



122



123

5 CONCLUSOES

Neste capitulo foi desenvolvido um método paratardénacao
de flavondéis glicosilados a partir de suas aglispimercetina e canfe-
rol, nos extratos d#!. ilicifolia utilizando CZE-UV-Vis, com auxilio do
planejamento de experimentos. O método mostrodicerge para a
separacdo das agliconas com um tempo de andl@s@®ind 3 minutos.
Além disso, o DOE possibilitou verificar as concagbes adequadas de
TBS e MeOH para a composi¢cao do BGE, obtendo uraasbparagéo
entre os analitos.

O emprego do planejamento de experimentos perawgliar o
procedimento de hidrolise &cida dos flavondis glieslos gerando bons
rendimentos dos analitos.

Apesar dos procedimentos de preparo de amostraespae um
tempo elevado de preparo de amosti@atko= 20 MiNUtos enkirsiise 4cida
= 15 minutos), isto néo foi desfavoravel, pois dteeestes procedimen-
tos foram preparadas vinte amostras diferentéd. dicifolia por vez.

O método proposto apresentou um desempenho anadequa-
do, com boa linearidade {R 0,99) para a curva de calibracdo externa
de ambos os analitos, assim como bons valored_pafal e 3,0 mg I
para canferol e quercetina, respectivamente. Deeingageral, os valo-
res para a recuperagao variaram entre 96-103%vala®s de precisédo
intermediaria fora inferiores a 7%.

Para a quantificacdo de um grande nimero de amd4tta in-
dividuos), o desenvolvimento de um método rapidofdadamental
para o alcance de uma elevada frequéncia analfiisa, como menor
consumo de reagentes, e baixo custo operacional.

A determinacdo dos flavondis glicosilados a paldis agliconas
guercetina e canferol permitiu avaliar as diferertencentracbes dos
flavonois em distintos individuos dé. ilicifolia e verificar que a pre-
senca de aculeos foliares néo influenciou na cdraggo dos analitos.

O presente método tem potencial para ser aplicadoutras es-
pécies de plantas para a quantificacdo de flavpeéia ter a necessida-
de de se utilizar padrbes analiticos para todanaltos, uma vez que
foi possivel a quantificacdo a partir da converdd® flavonéis glicosi-
lados em agliconas.
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CAPITULO 4 — Desenvolvimento de método para avalidp qualita-
tiva de taninos em folhas deM. ilicifolia por LC-
MS/MS e quantificacdo de taninos totais por espec-
trofotometria

1 INTRODUCAO

Os taninos séo compostos fendlicos presentes ertagplalimen-
tos e bebidas, e sdo de grande interesse farmamlagna vez que
estes compostos tém a capacidade de sequestreaisddires e com-
plexar-se com macromoléculas. A exemplificar, estespostos auxili-
am no processo de cura de feridas, formando umadarprotetora
(tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a@elmucosa danificada,
permitindo a reestruturacéo do epitélio, um mecanigue pode expli-
car o tratamento de Ulcera gast{SANTOS; DE MELLO, 2010; DE JE-
SUS et al., 2012)Estudos realizados pelos grupos de pesquidarge et
al. (2004)e Baggio et al. (2007)ndicaram que a fracdo rica em taninos
preparados a partir das folhas Me ilicifolia mostraram agéo eficaz
contra lesdes gastricas agudas e cronicas induzxgasimentalmente.

Dentre os diferentes tipos de taninos encontradoplantas me-
dicinais, conforme descrito anteriormente, os @&ioondensados sao
apontados como constituintes quimicos majoritéiosextratos aquo-
sos deM. ilicifolia, sendo utilizados como marcadores no controle de
gualidade de extratos e medicamentos fitoteragessuto et al., 20Q9)
Os trabalhos realizados p&oares et al. (2004 Baggio et al. (2007¢on-
firmaram a presenca dos taninos condensados (@zegyepicatequi-
na).

Diversos sdo os métodos para a determinacdo dio®daem
plantas medicinais, porém devido a estrutura coxapd®s mesmos, os
métodos ndo sdo especificos. Dentres os métodosteamos na litera-
tura compreendem-se as reacgfes de oxi-reducamlidesfzacao oxi-
dativa das proantocianidinas, reacdes de preciutacprocedimentos
gravimétricos(SCHOFIELD; MBUGUA, PELL, 2001) Além destes, exis-
tem os métodos espectrofotométricos, tais comotoduéleFolin-Denis
(1912) o qual envolve a formagdo do complexo azul fosfguistico-
fosfomolibidico.Mossi et al. (2009avaliaram a composicdo de taninos
no extrato aquoso dd. ilicifolia em diferentes populagdes por meio
desta técnica. Porém, o inconveniente encontra$ermacao de preci-
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pitados e reacdes com compostos nitrogenadosntpréerem na medi-
da espectrofotométric®@ CHOFIELD; MBUGUA, PELL, 2001; IKAWA et
al., 2003; MONTEIRO et al., 2005PDutro método colorimétrico emprega-
do é o deFolin-Ciocalteu (1927yersdo aprimorada do método Folin-
Denis. Neste método, inicialmente, determina-seoo de fendis totais
em uma aliquota do extrato metanodlico da planta oormagente de
Folin Ciocalteu, em seguida, em outra aliquotaedestrato € adiciona-
da a caseina para a formacéo do precipitado dim®$ai® sobrenadante
€ submetido a reacao de Folin-Ciocalteu para ardetacdo de fenois
residuais. A partir da diferenca entre fendis totifendis residuais
determina-se a concentracdo de taninos totais. Aser um método
laborioso, também tem a desvantagem de ndo seraiatdmespecifico
para a determinacdo de taninos condensgd®sUJO et al., 2008)Um
método espectrofotométrico que é especifico padetarminacéo de
taninos condensados é o método descrito Riee; Scoyoc; e Butter,
(1978) o qual compreende a reacdo de complexacéo camilmsa. Este
método pode fornecer informacdo sobre o grau denpokacdo e o
padrao de hidroxilagcdo e estereoquimica das suadesdde flavan-3-ol.
O padréo de catequina é normalmente usado no mé&danilina para
a quantificacdo dos taninos, permitindo estimampamntocianidinas
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013)

Uma técnica bem elucidativa para a determinacé@@rmlaos é a
HPLC. Soares et al. (2004 Lopes et al. (2010jlesenvolveram métodos
por HPLC-UV-Vis para a determinagdo de catequispieatequina em
extratos deM. ilicifolia. Apesar da complexidade da matriz, os métodos
se mostraram reprodutiveis e precisos. Uma alteanpaira se avaliar o
perfil qualitativo de compostos tanicos presentasuena planta seria a
partir do emprego de detectores mais seletivosex@mplo, um espec-
trdbmetro de massaBe Souza et al. (200@valiaram o perfil qualitativo
de diferentes flavonoides em um extrato Meilicifolia utilizando a
técnica de HPLC-MS/MS e observaram que a maioriataeinos pre-
sentes eram derivados de catequinas e epicategDiaate do que foi
abordado, tém-se os seguintes objetivos do presstudo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método para avaliar de forma qtiakta presenca de
taninos em extratos hidroalcodlicos de folhadvdelicifolia utilizando
a técnica de LC-MS/MS e sua quantificacdo a pddimétodo espec-
trofotométrico da vanilina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Desenvolver um método para a determinagédo de &rpoo
LC-MS/MS em extrato hidroalcodlico dd. ilicifolia selecio-
nando condi¢cbes de separacgdo, tais como fluxooedipfase
mével, coluna cromatografica, temperatura, bem coomai-
¢Oes do detector;

> Identificar os taninos por meio de comparagado ceraespectros
de massas obtidos a partir de outros trabalhoséados na li-
teratura,;

> Determinar a porcentagem relativa dos taninos pteseem

111 individuos deM. ilcifiolia a partir dos valores de area dos
analitos identificados pelo método desenvolvidometacionar
com o namero de aculeos;

> Avaliar a concentrac@o dos taninos totais em 16stam® por
meio de método espectrofotométrico da vanilinarestacionar
com o numero de aculeos;
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3 EXPERIMENTAL
3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Para o desenvolvimento do método por LC-MS/MS zatilise
para a fase moével 4gua desionizada obtida commeiskilli-Q (Milli-
pore, Bedford, MA, E.U.A)), com resistividade 18/K2 cm?, acido
férmico (HCOOH), e acetonitrila (ACN), todos gralPHC fornecidos
pela J. T. Baker (México).

Para o preparo dos extratos hidroalcodlicos utiize MeOH
P.A. e HCI 1% (v/v) ambos da marca Vetec (Quimiicea,FRio de Ja-
neiro).

Para a determinacdo de taninos por espectrofotienuilizou-se
uma solugédo 0,5 g de vanilina (Sigma Aldrich, Sdiotis, MO —
E.U.A.) em 200 mL de HCI (4%, v/v) em MeOH.

3.2 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE NO LC-MS/MS

As amostras foram preparadas conforme o procedintkyscri-
to Capitulo 3 $ecdo 3.3 Ppara extracdo dos flavondis. Em um frasco
pesou-se 100 mg de amostra de planta seca e moida iticifolia e
adicionou-se 2 mL de MeOH:agua (40:60, v/v). A satufoi homoge-
neizada e submetida a extragdo por ultrassom emdeltensaio de vi-
dro fechado, durante 20 minutos & 25 °C. Posteeiote) as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm por 2 minutos e aligpota do sobre-
nadante foi diretamente injetada no LC-MS/MS.

3.3 INSTRUMENTAGCAO

As andlises foram conduzidas em um cromatédgrafiddiqde al-
ta eficiéncia (1200 Agilent Technologies, Germaagpplado a um
espectrémetro de massas Q Trap 3200 (Applied BeEsgdMDS Sciex,
Concord, Canada).

A separacao foi realizada utilizando uma coluna BeMX C-
18 (250 mm x d.i. 4.6 mm x 5 um tamanho de padijcfdrnecida pela
Phenomenex (Torrance, CA, E.U.A). Os experimertoanf realizados
utilizando a fonte de ionizacéo peletrospray Turbo lon Spray (E-
lectrospray-ESI, Applied Biosystems/MDS Sciex, Gud¢ Ontario,
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Canada) no modo negativo. Os parametros de erdegianizacdo dos
analitos estéo discriminados no Anexo D.

3.4 METODO DE SEPARACAO E IDENTIFICACAO POR LC-
MS/MS

As andlises foram realizadas utilizando o modoigrdd cuja fa-
se movel era composta por (A) 4gua desionizadaptdm 3,6 ajustado
com &cido férmico e (B) acetonitrilia:dgua (95:8v)v Inicialmente,
realizou-se um pré-condicionamento por 10 minuto® 85% (A) e
15% (B). Em seguida, o0 método procedeu da seguiateira: (A) 85%
e 15% (B) por 10 min; 45% (A) e 55% (B) por 15 mem 1 min, vari-
ou-se o gradiente para 5% (A) e 95% (B) e mantevpes 4 min. O
fluxo da fase mével foi de 500 pL riie o volume injetado de amostra
foi de 10 pL. A temperatura da coluna foi mantidad0ePC. Osoftware
Analyst versdo 1.5.1 foi usado para operacdo densis e andlises de
dados.

3.5 METODO ESPECTROFOTOMETRICO DA VANILINA

Inicialmente preparou-se o extrato hidroalcodlion raeio 4ci-
do das folhas secas e moidad\Midlicifolia, sendo que em um tubo de
polipropileno (tipo falcon) pesou-se 0,5 g de mamtforam adicionados
15 mL de solugcao HCI em MeOH (1%, v/v). A amosbtiasubmetida a
extracdo em ultrassom a 30 °C por um periodo dri2@tos, sendo que
a cada 10 minutos o tubo era agitado manualmempi@s A arrefecimen-
to do extrato, o tubo foi centrifugado a 3000 rpon p minutos e uma
aliquota do sobrenadante foi retirada para adigdb thL de vanilina.
Apo6s um perido de 20 minutos fez-se as medidas udrata de vidro
com caminho éptico de 1 cm em comprimento de ord&0d nm em
espectrofotdmetro (Spectrophotometer FEMTO 482)lasas amostras
foram preparadas em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 METODO DE SEPARACAO POR LC-MS/MS PARA ANALISE
DE TANINOS

Os extratos hidroalcodlicos d. ilicifolia foram preparados de
acordo com método de extragcdo para flavonois olatigartir de plane-
jamento fatorial (Capitulo 3). Uma vez que os tagipertencem a clas-
se dos flavonoides e apresentam solubilidade simda flavondis, a-
credita-se que o procedimento seja eficiente pardracdo dos taninos.
Porém, como estes compostos apresentam uma esicataplexa e ndo
h& padrdes analiticos comerciais para todos og@nalpenas foi reali-
zada uma avaliacdo qualitativa dos taninos presarde diferentes a-
mostras déJ. ilicifolia.

O desenvolvimento do presente método foi baseasldralbalhos
desenvolvidos pobe Souza et al. (2008 Romani, Campo e Pinelli (2012)
readequando as proporcdes dos solventes da fass. raiiwa aliquota
do extrato hidroalcodlico das folhas M ilicifolia foi injetada direta-
mente no LC-MS/MS utilizando o modo de monitoraret¢ reacdes
multiplas (MRM) e o cromatograma pode ser observedBigura 4.1.
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Figura 4. 1 Cromatograma do extrato hidroalcodlico de folhadddlicifolia.
Condigdes cromatograficas: coluna Gemini NX C-180(Ehm x d.i. 4.6 mm x
5 um); Fase moével: (A) agua desionizada em acidmié® pH 3,6 e (B)
ACN:H,0 (95:5). (A) 85% e 15% (B) por 10 min; 45% (A) 8% (B) por 15
min; em 1 min, variou-se o gradiente para 5% (8%% (B) e manteve-se por 4
min. O fluxo da fase mével foi de 500 mL rjriempertura 30°C.

6,5e5]
6,0e5]
10,83
5,5e5]
5,0e5]
4,5e5]
1%}
[oX
O 4,0e5]
o 10,27
T 35e5]
kel
2 3,0e5]
(0]
I
£ 2,5e5]
2,0e5]
1,5€5]
1,0e5]
12,84
5,0e4] 12,25 '
' 8,46 8,96 6811 12,49
0.0k=— - J h WS WA T A
’ 8,5 9,0 9,5 10,0 105 11,0 11,5 12,0 12,5 13,0 13,5

Tempo (min)

Fonte: o préprio autor.

O método proposto mostrou a presenca de 17 anabtosum
tempo de andlise de 20 minutos. No entanto, sonfentgossivel a
identificagdo de 13 analitos, quando comparadosspgctros obtidos
com os disponiveis na literatura. Muitos dos tamigontidos nau.
ilicifolia apresentam estrutura molecular muito similar esire isto
dificulta sua identificacdo. Desta forma, a fimabafirmar os espectros
de massas dos taninos presentes nas amostrasggstEnvaelvido um
segundo método utilizando MSisto é, um método para se obter os
espectros de massas a partir do ion moleculardéeamamposto. A esco-
Iha do ion precursor para 0 monitoramento e congpardos fragmen-
tos foi realizada a partir dos trabalhos enconsada literatura (DE
SOUZA et al., 2008BAGGIO et al., 2009; PESSUTO et al., 200R0-
MANI; CAMPO; PINELLI, 2012; OJWANG et al., 2013; BIRGIO-
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TIS; BORQUEZ; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2013). Com issoif

possivel verificar que os taninos encontrados rtrates foram identi-

ficados como derivados de catequinas, (epi)categuiafzelequina e
(epi)afzelequina, conforme descrito na Tabelaebiroborando com os
trabalhos encontrados na literatura.

Na Tabela 4.1 observa-se a presenca dos isdmeengiice e (e-
pi)catequinarf/z= 289), bem como, taninos com diferentes unidddes
polimerizacdo. Apesar dos tempos de retencdo difsepara alguns
compostos, o0 espectro de massa apresentou os miagroentos para
um mesmo ion precursor, dificultando a identificad@ alguns taninos.
Um exemplo disto foi o ion precursor caniz561, o qual apresentou
quatro compostos com tempos de retengdo diferectestituindo em
dimeros que s&@o representadas por unidades deaffefgjuina-
(epi)catequina.

J& para o ion precursor dgz= 577 observou-se trés picos inten-
sos e estes pertencem a dimeros de procianidimaR}i cujo tempo de
retencao foi de 9,06 e 10,32 min. Ja o analito tampo de retencdo de
11,87 min pode corresponder a duas unidades dedtgmuinas ligadas
entre si.

O trabalho realizado por Friedrich; Eberhardt; Gsée(2000) su-
gerem que o ion precursor d®z = 593 corresponda a dimeros com
unidades de galocatequina e catequinas. Em cantrast o ion precur-
sor dem/z= 609 contendo duas unidades de galocatequinas.

Os taninos com maior grau de polimerizagdo foraseniados
em diferentes tempos de retencéo a partir do iecupsor dem/z= 833,
todos com o mesmo perfil de fragmentacdo, possesgiencorrespon-
dendo a duas unidades de (epi)afzelequina e urfepieatequina.

No Anexo E se encontra uma Tabela referente arétaiiva de
cada pico dos analitos identificados nos extratissid 1 individuos de
M. ilcifolia.
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Tabela 4. 1Compostos presentes nos extratos hidroalcodlicéslidas deM. ilicifolia determinados a partir das andlises em LC-
MS/MS utilizando o modo negativo de ionizagao.

(M-1) Fragmentos t(min) Composto

289 245,203,187,151,137,125,109 10,32 Catequina

289 245,203,187,151,137,125,109 10,87 (Epi)catequin

463 301,271,255,179,151 12,00 Quercetina-hexosidio

561 543,435,407,289,271,245,125,97 10,26 (epixde@ha-(epi)catequina

561 543,435,407,289,271,245,125,97 11,38 (epiedeiha-(epi)catequina

561 543,435,407,289,271,245,125,97 12,12 (epixde@ha-(epi)catequina

561 543,435,407,289,271,245,125,97 12,85 (epixde@ha-(epi)catequina

577 451,425,407,289,245,161,125 9,06 ProcianidifdiBero)

577 559,451,425,407,289,245,161,125 10,32 Prod¢iani (dimero)

577 407,289,245,161,125 11,87 (epi)catequina-(af@iina

593 11,56 Nao identificado

593 11,97 Nao identificado

609 11,15 Nao identificado

609 11,38 Nao identificado

833 561,543,289,271 11,39 (epi)afzelequina-(ep)atina-
(epi)catequina

833 561,543,289,271 12,13 (epi)afzelequina-(epd)atpiina-
(epi)catequina

833 561,543,289,271 13,23 (epi)afzelequina-(epd)atpiina-

(epi)catequina
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4.2 ANALISE DAS AMOSTRAS

a) Correlacdo entre taninos e grupos de aculeos em ftéo da
area relativa pelo método LC-MS/MS

A variacdo das areas relativas dos taninos emaelags 111 di-
ferentes individuos dl. ilicifolia pode ser observada na Figura 4.2. Os
diferentes individuos foram separados em quatrpaguos quais estao
relacionados a quantidade de aculeos foliares mreseAs médias das
areas, as quais representam a concentracdo doestaftiram 2,06x10
(+ 1,45x10), 9,32x16 (+ 5,74x10), 1,40x10 (+ 7,61x16) e 1,30x10
(+ 7,98x10), para os grupos 1, 2, 3 e 4, respsectivamente.

Figura 4. 2 Area relativa dos taninos em relacéo aos grupaifdeentes indi-
viduos deM. ilicifolia
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A fim de verificar se ha diferenca estatistica emts diferentes
grupos de aculeos em funcdo da area relativa dowt 0s pressupos-
tos de normalidade, homocedasticidade e indipeiéte residuos
foram avaliados, porém, um desses pressupostemiaio.

Perante isto, foi necessério utilizar o método pd@i@amétrico de
Kruskal-Wallis para comparar as diferentes popuwag® qual esta
descrito na Tabela 4.2. Com valores de p-valor05,0com 95% de
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intervalo de confianca, isto indica que as areastaloinos em todos os
grupos sao estatisticamente iguais. Apesar de siigdividuos apresen-
tarem valores atipicos de area dos taninos deetnond mesmo grupo
(outliers: individuos 74 e 101), observou-se que ndo houmelegéo
entre a presenca de aculeos e a area dos aniglito§, os aculeos ndo
influenciam no aumento da concentracdo dos tanists.favorece a
escolha de plantas com menor numero de aculeosopdesenvolvi-
mento de uma nova cultivar.



143

Tabela 4. 2Teste de Kruskal-Wallis para comparagédo entrefesedites grupos dd. ilicifolia em fungéo da area dos taninos.

Colr:r?;grr(z:jos Diferenca Diferenca Diferenca Kruskal-Wallis Graus de p-valor
Observada Critica (Qui-quadrado)  Liberdade
(Grupos)
1-2 25,60 53,71
1-3 10,73 48,41
. 1-4 17,51 38,98 .

Taninos 5.3 14.88 4841 N&o 2,06 3 0,55

2-4 8,09 38,98

3-4 6,79 31,29
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b) Correlacdo entre taninos e grupos de acuUleos petnétodo
espectrofotométrico da vanilina

Uma alternativa para a determinagcdo dos taninoseptes nos
extratos das folhas dd. ilicfiolia seria pelo método espectrofotométri-
co da vanilina cuja leitura foi realizada em 500, monforme descrito
por Villarreal-Lozoya; Lombardini; Cisneros-ZevallosO@). A reacdo de
complexacéo da vanilina com compostos fendlicosteneaso com 0s
taninos envolve a reacdo do aldeido aromético ddinea com o anel
dos flavondides metasubstituidos para formar umptexo de colora-
¢ao vermelha.

Esta andlise foi realizada a fim de verificar acaracéo de ta-
ninos e se haveria correlagédo entre os diferemtgmg de aculeos pre-
sentes nas folhas d& ilcifiolia, assim como nos estudos realizados nos
capitulos anteriores. Para isso, apenas 16 amakdsia planta foram
avaliadas quanto a presenca de taninos, sendo gtrampor grupo. A
escolha das amostras foi realizada considerandaier moncentracao
de flavonais e triterpenos entre 0s grupos, umajuezestes compostos
também sdo importantes na planta.

As amostras foram diluidas 33X e a quantificacdodalizada a
partir da curva de calibragdo externa referentatégaina, cujos para-
metros se encontram na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3Parametros da curva de calibracdo externa da sopgdrdo de

catequina.
Parametros Catequina
Linearidade — faixa de calibragéo (mg)i®’ 17,5 - 140
Linearidade — inclinacdo (L rify® 0,002
Desvio padréo — inclinacéo 0,001
Linearidade-intercept® 0,014
Desvio padréo — intercepto 0,003
R 0,996
LD (mg LY ® 0,24
LQ (mg LY ® 0,74

@ Curva de calibragdo com oito niveis de concentragdda ponto da curva prepara-
do e analisado em duplicata.

® Limites de detecgdo e quantificagéo calculadoartirglas equagdesD = (3.3 x
s)/S LQ = (10 x s)/Sondes é o desvio padrdo do intercept®€ a inclinagdo da
curva analitica.
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A variacéo das concentracdes dos taninos em retaggidiferen-
tes grupos pode ser observada na Figura 4.3. Aentagdo média
entre os grupos de aculeos 1, 2, 3 e 4 variou 6rgee(+ 3,07), 7,68 (+
1,93), 11,40 (+ 1,87) e 11,56 (+ 3,16) mY gespectivamente.

Figura 4. 3 Variacdo das concentragdes de taninos nos extratasalcodlicos
de folhas deéM. ilicifolia em funcdo dos diferentes grupos.
20
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Grupo 1 - n° aculeos: 0 a Brupo 2 - n° aculeos: 0 a 4;
Grupo 3 - n® aclleos: 2 a 4@rupo 4 - n° aclleos: 4 ou mais.

Com a finalidade de comparar os diferentes grupeopressupos-
tos de normalidade, homocedasticidade e indepeiad@ec residuos
foram avaliados, porém, um desses pressupostosgidisido. Diante
disto, foi necessario utilizar o0 método ndo paracetde Kruskal-
Wallis para comparar as diferentes populagbes,ab egta descrito na
Tabela 4.4. Com valores de p-valor > 0,05, com 2&%ntervalo de
confianga, isto indica que as concentracdes ddaosrem todos os
grupos sao estatisticamente iguais.

Deste modo, observou-se também que ndo houveagioetntre
a presenca de aculeos e a concentracdo dos taa$sos, como na ava-
liacao dos triterpenos e dos flavondis.
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Tabela 4. 4Teste de Kruskal-Wallis para comparacéo entrefesatites grupos dd. ilicifolia em funcdo da area dos taninos.
Fatores

Comparados Diferenca Diferenca Diferenca Kruskal-Wallis Graus de p-valor
Observada Critica (Qui-quadrado) Liberdade
(Grupos)

1- 2,75 8,88
1-3 3,75 8,88

Taninos s o /o0 Néo 5,54 3 0,14
2-4 6,75 8,88
3-4 0,25 8,88
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Assim como para os estudos realizados para oéites e fla-
vondis, ndo ha estudos correlacionando a concéwetrde taninos e a
presenca de aculeos em diferentes populacds. decifolia, quando
estas plantas estdo submetidas as mesmas condiipdéticas e geo-
gréficas.

Contudo, um estudo realizado pawssi et al. (2009avaliou o teor
de taninos em 15 populacdes nativasMieilcifolia, distribuidas nas
regibes sul e centro-Oeste do Brasil, correlacidadatores climaticos,
bem como geogréficos. Os resultados mostraram peeaa o fator
temperatura apresentou uma correlagcdo positivacteor de taninos,
isto €, em locais que apresentaram maior médid dauamperatura, 0s
valores de taninos foram superiores.

Radomski (1998), também observou que a intensidadeimi-
nosidade foi o fator que mais contribuiu no teocdepostos fendlicos,
inclusive de taninos, em diferentes populacdedMdéicifiolia. Além
disso, nos ambientes com maior luminosidade, aawlservou dife-
rencas anatbmicas nas plantas, as quais se apraserdmareladas,
mais espessas e com aculeos mais pronunciadostecaando formas
tipicas de adaptacdo de plantas de sombra ex@okiasolar. A autora
ainda recomenda estudos mais amplos sobre a ioifuée diferentes
condi¢cdes ambientais nas popula¢cdes homogénédsitieifolia, abor-
dando tanto aspectos fitoquimicos quanto farmaamégEstes estudos
certamente poderiam resultar em recomendacdes ltileo o8l manejo
ambientalmente sustentaveis aliadas a producaiotierdpicos de alta
gualidade e comprovada acéo terapéutica.

No presente estudo observou-se que a intensidadendesida-
de néo foi um fator dominante quanto ao teor dimdsre a presenca de
aculeos foliares, uma vez que os diferentes acelsbk ilicifolia se
encontram sob as mesmas condi¢des climaticas.efedifa na morfo-
logia foliar pode estar relacionada a aspectostigesé os quais devem
ser estudados posteriormente.
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5 CONCLUSOES

Neste capitulo foi abordado o desenvolvimento denuétodo
por LC-MS/MS para a avaliagdo qualitativa dos tasipresentes nos
extratos hidroalcodlicos das folhas Meilicifolia. O método permitiu a
identificacdo dos taninos majoritarios catequimegj)Catequina, afzele-
quina e (epi)afzelequina, bem como derivado destgspborando com
outros estudos da literatura.

Além disso, observaram-se diversos compostos cavadds
graus de polimerizacdo e mesmo ion precunmsdy,(porém com dife-
rentes tempos de retencdo, dificultando a ideatfio exata, sem o
auxilio de padrdes analiticos.

O detector de espectrometria de massas foi fundameara a
avaliacdo qualitativa dos principais taninos presemas diferentes
amostras dd/. licifolia, pois permitiu avaliar de forma individual cada
um dos analitos em relacdo a area relativa.

A quantificagdo dos taninos pelo método especwaifétrico da
vanilina mostrou-se um método simples e uma altemgiadvel quando
néo se tem padrdes analiticos para todos os analito

A partir do método ndo paramétrico de Kruskal-Vgadlbservou-
se que ndo houve diferenca estatistica entre esedtes grupos dd.
ilicifolia, e ainda, mostrou que nao houve correlacéo entierero de
aculeos e os taninos. Este resultado auxilia reg&eldas plantas para
uma nova cultivar com menor namero de aculeos.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERPECTIVAS

Os métodos desenvolvidos neste trabalho permitineatiar uma
grande quantidade de amostras da pladmtdlicifolia, as quais foram
submetidas as mesmas condi¢cdes ambientais (clanaigeograficas).
Além disso, os métodos se mostraram promissoresgaplicacdo em
outras matrizes complexas.

Este trabalho permitiu, ainda, avaliar diferentestaidlitos se-
cundarios (triterpenos, falvondis e taninos) preserem extratos de
folhas deM. ilicifolia e verificar que estes ndo apresentam correlacéo
com a morfologia foliar quanto a presenca de aslleo

A escolha de uma planta dentro os diferentes ase&dd. ilici-
folia presentes no BAG da EPAGRI-Itajai deve levar ensideracéo
nao apenas 0 menor numero de aculeos no bordo foles também, o
teor dos compostos aqui estudados uma vez queastesentam fun-
¢Oes biologicas e quimicas tanto para o desenvehtionde uma nova
cultivar, guanto como atividade farmacologica.

Outros estudos devem ser realizados a fim de damoaade
nos trabalhos relacionadod\a ilicifolia, tais como, avaliar as “filhas”
provenientes desse BAG, estudar outros metabdigsindarios que
possam atuar como marcadores quimiotaxondmicosspécie, bem
como avaliar a atividade farmacoldgica dos commoststudados no
presente trabalho, pois ha algumas divergéncidgenatura quanto ao
principal principio ativo responsavel pela atividadhtiulcerogénica.
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ANEXO A
Tabela das constantes de acoplamento do RMNECpico desconheci-
do comparando com dados da literatura.

Carbono Pico Desconhecido SALAZAR et al,
2000*
1 15,80 16,16
2 36,11 36,14
3 72,77 71,59
4 49,21 49,62
5 37,87 38,09
6 41,76 41,99
7 17,56 17,69
8 53,22 53,27
9 37,12 37,18
10 61,40 61,50
11 35,36 35,66
12 30,65 30,69
13 38,39 38,38
14 39,70 39,69
15 32,35 32,34
16 35,58 35,90
17 30,04 30,02
18 42,87 42,88
19 35,22 35,36
20 28,18 28,16
21 32,85 32,88
22 39,29 39,28
23 11,62 12,09
24 16,40 16,58
25 18,25 18,35
26 20,12 20,13
27 18,64 18,69
28 32,11 32,12
29 35,03 35,02
30 31,80 31,85

*SALAZAR, G. C. M. et al. Two epimeric friedelaneiterpenes isolated from Maytenus
truncata ReisstH and**C chemical shift assignmentdagn. Reson. Chem2000; 38: 977—
980.
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continuacdo Anexo A

Espectro de RMNC do Pico Desconhecido

Cloroférmio
(deuterado)

0.35] TMS <

w
A5

T T
80 72 64 56 48 40 32 24 16 8 0
Deslocamento quimicoppm)

Espectro de RMNH do Pico Desconhecido

UOQ_
3 = TMS
0.93 o

0.07,

e
o
L

o
~
1,

Intensidade normalizada

1
2

I
i
i

114

Intensidade normalizada
o
o
!
—3.75

o

T T
34 1530 1525 1520 1515 1510 1505 1500 1495 1490 1485 1480 1475 1470 1465 1460
Frequéncia (Hz)

0.23 Cloroférmio
(deuterado)

o
=
L
3.75
1.93
1.72
158
1.37
1.30
127

-\‘\\\\,. !
4 1.762.372.101.841.25 521 0815 103.49 178

4

49

-
= — 3.

3

Ll T i R b Ll Bkl b Rl e T T

0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 O
Deslocamento quimico (ppm)



157

Observacoes:

No espectro de RMRFC foram identificados trinta sinais de car-
bono, sendo um sinal referente ao carbono carbon(@), sinais de
oito carbonos metilicos, 11 carbonos metilénicosegifio dedc 15,80-
41,76 e 6 sinais de carbonos na regido28,80-39,70 néo ligados a
hidrogénios.

No espectro de RMRH, o sinaléy 3,75 (d, J=2,46 Hz), referente
ao hidrogénio do £apresenta uma contanste de acoplamento de 2,46, a
qgual indica um hidrogénio na posicdmeta” e sinais na regiao di
0,86-1,93 referente a hidrogénios metilicos e #éwtibs. Para ser o H
na posigadalfa” , a constante de acoplamento teria um valor maior
(J=10 Hz).
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ANEXO B

Concentracéo individual dos triterpenos presentesada individuo de
M. ilicifolia pertencetes ao BAG da EPAGRI-Itajai, SC.

- Friedelan-3g-ol Friedelan-3a-ol Friedelin
Individuos | Grupos -1 1 1
(mg g’) (mg g-) (mg g-)
1 2 3,125 0,443 3,230
2 4 2,191 0,449 4,090
3 4 2,670 0,581 2,243
4 4 2,763 0,485 2,195
5 3 2,471 0,495 2,295
6 4 3,415 0,647 3,542
7 3 2,579 0,489 1,718
8 4 2,309 0,422 2,033
10 4 2,177 0,494 1,594
12 4 2,568 0,642 3,186
13 4 2,202 0,575 2,798
14 4 3,027 0,628 2,080
15 4 2,435 <LOD* 1,169
16 4 2,003 0,537 2,471
17 2 2,494 0,613 2,152
18 2 2,257 <LOD* 3,288
19 3 1,898 0,498 1,801
20 4 2,866 0,457 2,074
22 4 3,732 0,667 3,231
23 4 3,278 0,513 1,388
24 1 1,606 0,517 1,388
25 2 2,636 0,541 1,899
26 4 3,900 <LOD* 3,210
27 4 3,072 0,635 2,520
28 4 4,098 0,700 2,896
29 3 2,101 <LOD* 1,979
30 3 3,118 <LOD* 2,386
31 3 2,953 0,772 2,163
32 3 2,527 0,576 2,091
33 2 2,363 0,432 1,705
34 4 3,092 0,722 1,999
35 4 2,743 0,697 2,917
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continuacdo Anexo B

o Friedelan-3g-ol Friedelan-3a-ol Friedelin
Individuos | Grupos 1 1 -1
(mg g) (mg g) (mg g)
36 4 2,338 0,428 2,334
37 1 3,041 0,571 2,196
38 4 2,253 0,593 2,765
39 4 2,558 0,445 2,501
40 4 2,872 0,696 2,478
41 4 2,795 0,603 2,017
42 4 2,954 0,429 3,165
43 4 2,505 0,565 2,085
44 4 2,709 <LOD* 2,655
45 4 2,678 <LOD* 2,540
46 4 2,682 0,620 2,668
47 4 2,188 0,626 2,364
48 4 2,640 <LOD* 2,173
49 4 2,769 0,583 2,473
50 4 2,485 0,723 2,643
51 4 2,489 0,529 2,135
52 4 2,998 0,546 2,078
53 4 2,334 0,465 1,740
54 4 2,274 0,562 2,790
55 4 3,710 0,657 2,528
56 4 2,856 0,602 2,273
57 4 2,386 0,467 1,729
58 4 2,699 0,765 1,801
59 4 2,423 0,518 1,960
60 4 2,911 0,610 2,307
61 4 2,854 <LOD* 2,631
62 4 2,901 0,565 2,764
63 3 3,877 0,481 4,140
64 4 2,355 0,584 2,938
65 4 2,779 0,587 2,676
67 4 2,031 0,589 2,669
68 4 2,192 0,524 1,906
69 4 3,850 0,796 4,169
70 1 2,941 0,575 1,829
71 4 2,649 <LOD* 2,333
72 4 2,472 0,482 1,951
73 4 3,248 0,790 2,477
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continuacdo Anexo B

. Friedelan-3g-ol Friedelan-3a-ol Friedelin
Individuos | Grupos 1 1 -1
(mg g’) (mg g°) (mg g-)
74 4 2,723 0,485 1,911
75 4 2,040 0,445 1,515
76 4 1,317 <LOD* 1,190
77 4 2,734 0,421 2,650
78 4 2,727 <LOD* 1,534
79 4 1,810 <LOD* 1,293
80 4 2,363 0,562 1,954
81 4 1,737 0,547 1,712
82 4 1,951 0,503 1,219
83 4 2,348 0,477 1,509
85 4 2,767 0,577 2,004
87 4 2,241 0,77 1,656
88 1 4,849 0,702 4,057
89 4 2,054 <LOD* 1,447
90 4 2,136 0,605 1,542
91 4 4,539 0,613 3,261
92 4 2,125 0,550 1,341
93 4 3,155 0,683 2,626
94 4 3,379 0,618 2,703
95 4 2,599 0,502 2,484
96 4 2,285 0,520 2,074
97 4 2,664 0,586 2,338
98 4 2,408 0,606 1,919
99 4 2,528 0,573 2,048
100 4 2,308 <LOD* 1,806
101 4 1,542 0,441 1,560
102 4 1,660 0,469 1,281
103 4 2,190 0,446 1,442
104 4 1,934 0,647 1,999
105 4 2,559 <LOD* 2,238
106 4 2,216 0,552 1,340
108 1 3,110 0,744 2,856
109 4 2,465 0,476 2,278
110 4 3,505 0,857 2,886
112 4 2,966 0,539 2,276
113 4 2,357 0,650 2,420
114 4 2,275 0,617 2,571
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continuacdo Anexo B

. Friedelan-3p-ol Friedelan-3a-ol Friedelin
Individuos | Grupos 1 -1 1

(mg g°) (mg g’) (mg g°)
115 4 3,206 0,569 2,784
116 4 1,875 0,522 2,149
117 4 2,871 0,561 2,094
118 4 1,063 0,477 0,716
119 4 3,069 <LOD* 3,369
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ANEXO C
Concentracao individual dos flavonéis presentescada individuo de
M. ilicifolia pertencetes ao BAG da EPAGRI-Itajai, SC.

Individuos | Grupos Canferol (mg g') Quercetina (mg @)
1 2 0,335 0,350
2 4 0,493 0,516
3 4 0,374 0,357
4 4 0,340 0,268
5 3 0,382 0,312
6 4 0,306 0,242
7 3 0,309 0,227
8 4 0,370 0,333
10 4 0,371 0,246
12 4 0,250 0,322
13 4 0,227 0,279
14 4 0,328 0,312
15 4 0,361 0,348
16 4 0,296 0,346
17 2 0,304 0,329
18 2 0,323 0,340
19 3 0,287 0,200
20 4 0,289 0,227
22 4 0,462 0,352
23 4 0,386 0,336
24 1 0,369 0,341
25 2 0,261 0,383
26 4 0,336 0,370
27 4 0,304 0,342
28 4 0,433 0,365
29 3 0,361 0,352
30 3 0,224 0,256
31 3 0,276 0,274
32 3 0,185 0,152
33 2 0,382 0,216
34 4 0,265 0,250
35 4 0,262 0,492
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continuacdo Anexo C

Individuos | Grupos Canferol (mg g') Quercetina (mg g')
36 4 0,327 0,235
37 1 0,326 0,276
38 4 0,283 0,344
39 4 0,214 0,183
40 4 0,293 0,193
41 4 0,179 0,172
42 4 0,226 0,156
43 4 0,272 0,195
44 4 0,303 0,188
45 4 0,276 0,194
46 4 0,286 0,182
47 4 0,287 0,288
48 4 0,351 0,296
49 4 0,338 0,219
50 4 0,240 0,213
51 4 0,211 0,175
52 4 0,257 0,181
53 4 0,358 0,293
54 4 0,321 0,386
55 4 0,279 0,406
56 4 0,388 0,342
57 4 0,291 0,253
58 4 0,372 0,237
59 4 0,357 0,328
60 4 0,321 0,261
61 4 0,339 0,254
62 4 0,257 0,212
63 3 0,272 0,187
64 4 0,298 0,326
65 4 0,307 0,284
67 4 0,349 0,247
68 4 0,361 0,304
69 4 0,347 0,248
70 1 0,304 0,437
71 4 0,287 0,333
72 4 0,324 0,274
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continuacdo Anexo C

Individuos | Grupos Canferol (mg g') Quercetina (mg g')
73 4 0,466 0,206
74 4 0,283 0,201
75 4 0,298 0,193
76 4 0,308 0,414
77 4 0,320 0,227
78 4 0,360 0,266
79 4 0,295 0,263
80 4 0,333 0,310
81 4 0,243 0,161
82 4 0,374 0,380
83 4 0,499 0,401
85 4 0,320 0,387
87 4 0,280 0,258
88 1 0,293 0,192
89 4 0,343 0,382
90 4 0,307 0,262
91 4 0,272 0,239
92 4 0,345 0,280
93 4 0,372 0,205
94 4 0,297 0,198
95 4 0,306 0,174
96 4 0,324 0,241
97 4 0,490 0,238
98 4 0,335 0,260
99 4 0,396 0,255
100 4 0,365 0,249
101 4 0,265 0,213
102 4 0,278 0,195
103 4 0,447 0,376
104 4 0,327 0,207
105 4 0,381 0,358
106 4 0,289 0,336
108 1 0,378 0,343
109 4 0,343 0,307
110 4 0,338 0,304
112 4 0,390 0,414
113 4 0,339 0,210
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continuacdo Anexo C

Individuos | Grupos | Canferol (mg dg) | Quercetina (mg g')
114 4 0,324 0,179
115 4 0,250 0,190
116 4 0,261 0,331
117 4 0,337 0,298
118 4 0,187 0,588
119 4 0,412 0,278
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ANEXO D

Parametros de ionizacdo do espectrdmetro de massas

fon Q3 | DP* EP* | CEP* | CE* |CXP*
precursor (m/z)
289 203 | -31 -3,500 -22,35 -19,00 -4,00
289 187 | -31 -3,500 -22,35 -17,00 -4,00
463 301 | -31 -3,500 -28,79 -40,00 -4,00
561 543 | -31 -3,500 -32,41 -40,00 -4,00
561 435| -31 -3,500 -32,41 -30,00 -4,00
577 407 | -31 -3,500 -33,01 -40,00 -4,00
577 289 | -31 -3,500 -33,01 -30,00 -4,00
577 305 | -31 -3,500 -33,01 -40,00 -4,00
593 289 | -31 -3,500 -33,60 -40,00 -4,00
593 285 | -31 -3,500 -33,60 -40,00 -4,00
609 301 | -31 -3,500 -34,19 -40,00 -4,00
609 289 | -31 -3,500 -34,19 -30,00 -4,00
833 561 | -31 -3,500 -42,48 -40,00 -4,00
833 543 | -31 -3,500 -42,48 -30,00 -4,00

* DP- Declustering Potential; EP- EntranceteRtal;

CEP- Collision Cell Entrance

Potential; CE- Collision Energy; CXP- Collision CEkit Potential.
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ANEXO E
Somatdrio da area dos taninos presentes em cagaliradeM. ilicifo-
lia pertencetes ao BAG da EPAGRI-Itajai, SC.

Individuos Grupos z area Individuos | Grupos z area
taninos taninos
1 2 5,64x16 36 4 2,62 x10
2 4 6,41 x16 37 1 2,11 x10
3 4 5,52 x16 38 4 3,00 x10
4 4 6,65 x16 39 4 2,07 x10
5 3 5,87 x16 40 4 1,81 x10
6 4 5,76 x16 41 4 1,60 x10
7 3 4,79 x16 42 4 1,77 x10
8 4 9,01 x16 43 4 1,84 x10
10 4 2,58 x10 44 4 2,01 x10
12 4 2,75 x10 45 4 1,91 x10
13 4 2,76 x10 46 4 1,62 x10
14 4 3,06 x10 47 4 1,20 x10
15 4 6,67 x16 48 4 2,37 x10
16 4 8,03 x16 49 4 2,13 x10
17 2 8,18 x16 50 4 1,79 x10
18 2 6,41 x16 51 4 1,28 x10
19 3 6,06 x16 52 4 2,01 x10
20 4 7,09 x16 53 4 6,15 x16
22 4 7,10 x16 54 4 6,08 x16
23 4 8,30 x16 55 4 4,65 x16
24 1 4,42 x16 56 4 5,31 x16
25 2 6,91 x16 57 4 4,57 x16
26 4 5,72 x16 58 4 4,29 x16
27 4 5,81 x16 59 4 4,66 x16
28 4 5,42 x16 60 4 2,14 x10
29 3 2,52 x10 61 4 1,58 x10
30 3 1,92 x10 62 4 1,50 x10
31 3 1,96 x10 63 3 1,51 x10
32 3 1,64 x10 64 4 1,49 x10
33 2 1,95 x10 65 4 2,07 x10
34 4 2,67 x10 67 4 1,41 x10
35 4 2,34 x10 68 4 1,90 x10
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continuacdo Anexo E

Individuos Grupos TZ area Individuos | Grupos z area
aninos taninos
69 4 1,92 x10 103 4 5,54 x16
70 1 1,85 x10 104 4 4,38 x16
71 4 1,38 x10 105 4 8,27 x10
72 4 1,67 x10 106 4 1,46 x10
73 4 1,25 x10 108 1 1,50 x10
74 4 1,07 x1d 110 4 4,22 x16
75 4 1,52 x10 112 4 2,04 x16
76 4 2,12 x10 113 4 6,49 x10
77 4 1,58 x10 114 4 1,24 x10
78 4 6,68 x10 115 4 6,34 x10
79 4 5,45 x16 116 4 4,53 x16
80 4 5,27 x16 117 4 3,24 x16
81 4 3,60 x10 118 4 1,53 x10
82 4 5,70 x16 119 4 1,77 xa0
83 4 5,05 x10
85 4 5,69 x16
87 4 3,20 x16
88 1 4,40 x10
89 4 1,07 x10
90 4 3,94 x10
91 4 1,54 x10
92 4 1,54 x10
93 4 1,47 x10
94 4 1,21 x10
95 4 1,37 x1d
96 4 1,73 x10
97 4 1,89 x10
93 4 1,92 x1d
99 4 1,69 x10
100 4 1,46 x10
101 4 4,37 x10
102 4 5,30 x16




