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RESUMO

Passiflora setacea D.C. (Passifloraceae) é uma espécie endêmica do Brasil, mais
especificamente nos biomas do Cerrado e Caatinga. É conhecida como maracujá-do-sono por
ter diversas propriedades terapêuticas, principalmente como calmante e antioxidante. O
cultivar BRS Pérola do Cerrado foi lançado pela Embrapa em 2013, é o primeiro cultivar
proveniente de uma espécie selvagem de Passiflora registrado e protegido. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do tempo de cultivo no incremento em biomassa e nos perfis de
metabólitos secundários de calos de nós cotiledonares cultivados in vitro em meio de cultura
Murashige & Skoog (MS), suplementado com 88,5 mM de sacarose; 2,5 μM de 2,4-D e 0,2 %
de Phytagel. A avaliação dos calos ocorreu após 30, 60 e 90 dias de cultivo. Os perfis
fitoquímicos dos calos foram comparados com os de folhas, cascas de frutos e sementes.
Todos os tipos de materiais vegetais foram secos ao ar livre, em temperatura de 23± 2°C e
umidade relativa de 70%, até a estabilização da massa seca. O material seco de cada amostra
foi macerado e mantido em solução hidroalcoólica de etanol 70% (v/v) para extração, filtrado
e posteriormente processado usando cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada com
espectrometria de massas (CLUE-ESI-EM). Os dados cromatográficos e espectrométricos
resultantes foram analisados usando os softwares MS-DIAL e MS-FINDER para identificação
dos metabólitos, criando um perfil metabolômico para as amostras analisadas. O perfil
metabolômico foi obtido a partir do software MetaboAnalyst, incluindo análise de
componentes principais (PCA), K-means clustering e importância da variável na projeção
(VIP) baseada na análise discriminante de mínimos quadrados parciais (PLS-DA). Os
resultados revelaram que o tempo de cultivo de 30 dias foi o mais eficiente em termos de
incremento de massa seca e na diversidade de compostos. Apesar dos tempos de cultivo de 60
e 90 dias serem menos eficientes, houve associação com diferentes tipos de metabólitos
baseado nos VIP scores, indicando a influência do tempo de cultivo tanto no crescimento dos
calos quanto no perfil metabólico. De modo geral, o perfil metabólico dos calos foi mais
similar ao das cascas de frutos, mas as folhas apresentaram maior diversidade de metabólitos.
Ácidos orgânicos de interesse farmacêutico, como os ácidos aspártico, treônico, D- ribônico e
succínico foram amplamente detectados nos calos. Ácidos orgânicos, flavonoides, terpenos,
lipídios e fosfolipídios foram também encontrados em amostras dos outros materiais vegetais.
Análises dos metabólitos via VIP revelou o alto potencial das culturas in vitro de nós
cotiledonares como fontes de metabólitos relevantes, com atividade biológica como ácido
cítrico (VIP score 1,6) e o flavonoide sabian (VIP score 1,4), além do flavonoide
O-metil-epicatequina (VIP score 1,2) e dos terpenos cicloartano glicosídeos e astragalosídeo
II (VIP scores próximos de 1,0). Esses resultados destacam o potencial dos calos de nó
cotiledonar de P. setacea para produzir metabólitos secundários de interesse comercial e
enfatizam a necessidade de pesquisas adicionais sobre vários aspectos dos bioprocessos
envolvidos, em particular o tempo de cultivo e os métodos de extração.

Palavras-chave: Sabian, cultura de calos, maracujá-do-sono, CLUE-ESI-EM, análise
multivariada, metabólitos



ABSTRACT

Passiflora setacea D.C. (Passifloraceae) is an endemic species of Brazil, specifically found in
the Cerrado and Caatinga biomes. It is known as “maracujá-do-sono” (sleep passionfruit) due
to its various therapeutic properties, mainly as a calming and antioxidant agent. The cultivar
BRS Pérola do Cerrado was released by Embrapa in 2013, being the first cultivar derived
from a wild species of Passiflora to be registered and protected. The aim of this study was to
evaluate the effect of cultivation time on biomass increment and the profiles of secondary
metabolites of calluses from cotyledonary nodes cultured in vitro in Murashige & Skoog (MS)
medium, supplemented with 88.5 mM sucrose; 2.5 μM 2,4-D and 0.2% Phytagel. The
evaluation of the calluses occurred after 30, 60, and 90 days of cultivation. The phytochemical
profiles of the calluses were compared with those of leaves, fruit peels, and seeds. All types of
plant materials were air-dried at a temperature of 23±2°C and relative humidity of 70% until
dry mass stabilization. The dried material of each sample was macerated and kept in a
hydroalcoholic solution of 70% ethanol (v/v) for extraction, filtered, and subsequently
processed using ultra performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry
(UPLC-ESI-MS). The resulting chromatographic and spectrometric data were analyzed using
MS-DIAL and MS-FINDER software for metabolite identification, creating a metabolomic
profile for the analyzed samples. The metabolomic profile was obtained using MetaboAnalyst
software, including principal component analysis (PCA), K-means clustering, and variable
importance in projection (VIP) based on partial least squares discriminant analysis (PLS-DA).
The results revealed that the 30-day cultivation period was the most efficient in terms of dry
mass increment and compound diversity. Although the 60 and 90-day cultivation periods were
less efficient, they were associated with different types of metabolites based on VIP scores,
indicating the influence of cultivation time on both callus growth and metabolic profile.
Overall, the metabolic profile of the calluses was more similar to that of fruit peels, but the
leaves showed greater metabolite diversity. Organic acids of pharmaceutical interest, such as
aspartic, threonic, D-ribonic, and succinic acids, were widely detected in the calluses. Organic
acids, flavonoids, terpenes, lipids, and phospholipids were also found in samples of other
plant materials. Analysis of metabolites via VIP revealed the high potential of in vitro cultures
of cotyledonary nodes as sources of relevant metabolites with biological activity, such as
citric acid (VIP score 1.6) and the flavonoid sabian (VIP score 1,4), as well as the flavonoid
O-methyl-epicatechin (VIP score 1,2) and the terpenes cycloartane glycosides and
astragaloside II (VIP scores close to 1,0). These results highlight the potential of cotyledonary
node calluses of P. setacea to produce secondary metabolites of commercial interest and
emphasize the need for further research on various aspects of the involved bioprocesses,
particularly cultivation time and extraction methods.

Keywords: Sabian, calluses culture, sleep passionfruit, UPLC-ESI-MS, multivariate analysis,
metabolites
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1 INTRODUÇÃO

1.1 Família e espécie

Passifloraceae é uma família botânica com ampla prevalência em regiões tropicais e

subtropicais, possuindo aproximadamente 700 espécies divididas em 20 gêneros (NUNES;

QUEIROZ, 2006). No Brasil existem 4 gêneros, sendo Passiflora L. de maior expressão, com

mais de 140 espécies das quase 560 existentes do gênero (MÄDER et al., 2009).De modo

geral, as espécies de Passiflora são chamadas de maracujás e muitas possuem grande

importância econômica, enquanto que as silvestres ainda são pouco introduzidas no mercado

nacional (TERHAAG, 2019). A comercialização é voltada no consumo do fruto in natura,

principalmente àquelas que tenham acesso aos cultivares geneticamente melhorados, para

ornamento e pelas propriedades fitoterápicas, pois contém substâncias bioativas diversas com

interesse farmacológico (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; OLIVEIRA; FALEIRO;

JUNQUEIRA, 2017).

A espécie Passiflora setacea DC., mais conhecida como maracujá-sururuca ou

maracujá-silvestre, é uma das quase 200 espécies silvestres de maracujá no Brasil (COSTA;

MORAIS; SANTOS, 2014), conhecida pelos seus efeitos contra a insônia e ansiedade, por

isso o nome popular sururuca (CARVALHO; OLIVEIRA; COSTA, 2018). É natural de

capoeiras e restingas presentes nos biomas Cerrado e Caatinga, sendo encontrada nos estados

da Bahia, Rio de Janeiro, Goiás, Minas Gerais, Espírito Santo, Mato Grosso e Alagoas

(RUGGIERO; OLIVEIRA, 2005; LORENZI et al., 2006). O cultivar BRS Pérola do Cerrado

foi lançado pela Embrapa em 2013 e é o primeiro cultivar registrado e protegido de uma

espécie selvagem de Passiflora. Com o intuito de explorar a variabilidade genética e inserir P.

setacea no mercado comercial, esse cultivar foi criado pelo programa de melhoramento

genético da Embrapa Cerrados, sendo então o primeira cultivar de maracujazeiro silvestre

registrado no Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (COSTA et al., 2015).

1.2 Estudos fitoquímicos e atividades biológicas de Passiflora L.

Muitas pesquisas têm sido conduzidas com o intuito de aprofundar as análises

fitoquímicas e sobre as atividades biológicas das espécies de Passiflora L., como efeitos

ansiolíticos, antioxidante, anti-inflamatório e antibacteriano (CARVALHO; OLIVEIRA;

COSTA, 2018; RAMAIYA et al., 2021). Esses trabalhos deixam claro que essas atividades se

https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02188-y#ref-CR7


16

devem à presença de diferentes metabólitos, principalmente os compostos fenólicos,

flavonóides, saponinas, alcoóis, ésteres e aldeídos (SANTOS-TIERNO et al., 2021). Porém,

outras classes de compostos, como os carotenoides, que são metabólitos relevantes para a

medicina, têm sido pouco estudados em passifloras. Os carotenoides desempenham

importante função nutricional e para a saúde, por serem antioxidantes, além de fontes de

retinol (Vitamina A¹), que é o principal pigmento presente no globo ocular, e do ácido

retinóico, que é uma forma oxidada da vitamina A (QUIAN-ULLOA; STANGE, 2021). Essas

moléculas são importantes para vários processos fisiológicos nos seres humanos como a

ativação do sistema imunológico, sistema óptico e desenvolvimento embrionário. Além

desses carotenoides, que são convertidos em vitamina A, outros carotenoides são também

necessários para várias funções fisiológicas no corpo humano que atuem contra doenças

degenerativas, como a luteína, a qual exerce atividade anticancerígena e contra degeneração

da retina (ÁLVAREZ et al., 2015; KRINSKY, 1994).

Os estudos fitoquímicos sobre a polpa de frutos de P.setacea conduzidos até o

momento demonstraram a presença de vários metabólitos secundários como as poliaminas

bioativas (espermidina, putrescina e agmatina), que atuam na saúde humana como

antioxidantes e a triptamina, que é precursor do neurotransmissor serotonina (BOMTEMPO et

al., 2016); fenólicos totais, flavonóides, aminas bioativas e atividade antioxidante

(SANCHEZ et al., 2020); flavonóides orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e

hesperitina, com atividade antioxidante (CARVALHO; OLIVEIRA; COSTA, 2018;

OLIVEIRA et al., 2022). Os estudos de Sánchez et al (2020), por exemplo, enfatizaram o

efeito da pasteurização da polpa de frutos sobre os níveis de flavonóides, vitamina C,

fenólicos totais e aminas bioativas e nas qualidades físicas e sensoriais desses compostos.

Em folhas de P. setacea foram detectados os flavonoides homorientina, vitexina,

isovitexina e orientina (GADIOLI et al., 2017; GOMES et al., 2017; WOSCH et al., 2017);

isovitexina e isovitexina-2-O-xilosídeo como discriminante do grupo P. setacea var. BRS

Pérola do Cerrado entre várias espécies de Passifloras (DUTRA et al., 2023). Em sementes de

P. setacea foram detectados óleos que estimularam a proletração de ceratinócitos e melhorou

o processo de cicatrização através de uso tópico, com potencial terapêutico e cosmético

(SOUZA et al., 2022).

Essas pesquisas previamente relatadas indicam o potencial medicinal de P. setacea,

uma vez que a revisão publicada por He et al. (2016) sobre atividades biológicas da vitexina e

isovitexina ressaltam inúmeras ações dessas moléculas como neuroprotetor, anti-neoplásico,

protetor do sistema cardiovascular, protetor contra os efeitos da diabetes atuando como

https://link.springer.com/article/10.1007/s11240-021-02188-y#ref-CR7
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inibidores da alfa-glucosidase presente nos intestinos, enzima chave para degradar os

carboidratos. Além dessas atividades notadamente comprovadas, essas moléculas atuam

também como agentes anti-microbiano, anti-viral, anti-depressivo, anti-convulsão,

antiepiletico, anti-Alzheimer, antinociceptiva, anti-injúria por hipoxia e esquemia.

1.3 Estratégias biotecnológicas para a produção de metabólitos secundários

Muitas vezes, quando se tem interesse em explorar algum gênero ou espécie, pode

ocorrer o problema de disponibilidade de material para extração e preservação da espécie,

principalmente aquelas que estão em estado silvestre e sofreram seleção artificial e/ou

aperfeiçoamentos genéticos (PIRES, 2022), como é o caso da P. setacea, que possui

reprodução por germinação escassa (SANTOS et al., 2010) e dificuldades na reprodução

vegetativa (PÁDUA et al., 2011). Uma forma de contornar esses tipos de problemas é fazendo

o uso das ferramentas que a biotecnologia nos oferece.

A micropropagação é uma técnica que emprega o cultivo in vitro de tecidos vegetais

com o intuito de multiplicar assexuadamente as células ou os organismos de interesse, livre de

patógenos e conservando o genótipo do indivíduo original, sendo uma forma de manter

sempre disponível o material para aplicação de outras técnicas (TORRES et al., 2000). É

realizada a partir de explantes, que são segmentos de tecidos ou órgãos, que podem regenerar

in vitro, órgãos inteiros, como ramos e raízes (organogênese), embriões (embriogênese) ou os

calos, através da desdiferenciação e proliferação das células (calogênese)(ANDRADE, 2002).

O trabalho de Shekhawat et al. (2015) é um bom exemplo do uso da micropropagação, onde

induziu a formação in vitro de raízes e, consequentemente, a produção em massa de plantas

inteiras a partir de segmentos nodais de ramos em Passiflora foetida, uma espécie com

múltiplas funções medicinais de grande interesse para as indústrias farmacêuticas. Os

sistemas de micropropagação, quando otimizados, também podem ser utilizados para a

produção de metabólitos secundários de interesse biotecnológico.

Para a obtenção de metabólitos secundários um dos processos mais vantajosos é o da

calogênese, onde os calos, que são agrupamentos de células, normalmente pouco

diferenciadas, podem ser utilizados tanto para produzir os metabólitos secundários como para

se diferenciar em órgãos como ramos e raízes (organogênese indireta), que também podem

produzir esses metabólitos (JAFARI; DANESHVAR, 2024). Em seu trabalho, Jafari e

Daneshvar (2024), utilizando calos de Passiflora caerulea, demonstraram que os principais

fatores que influenciam o processo de calogênese são o tipo de explante escolhido, o meio de
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cultura e os reguladores de crescimento, enfatizando a necessidade de desenvolver protocolos

adequados para aplicação eficiente da técnica.

Os sistemas de cultura in vitro de calos são muito relevantes e amplamente difundidos,

como método para desenvolver a produção de metabólitos secundários, pois os calos podem

ser manipulados com diferentes tipos de elicitores bióticos e abióticos, para otimizar as vias

de biossíntese dos metabólitos de interesse, sendo uma ferramenta relatada em vários estudos

que avaliam o potencial biológico e biotecnológico de várias espécies vegetais

(PÉREZ-ALONSO; JIMÉNEZ, 2011). Inúmeros são os relatos na literatura de espécies em

que a utilização da estratégia de cultivos in vitro de calos e de suspensões celulares são

viabilizados para a produção de biomassa vegetal em biorreatores, para o escalonamento do

processo de produção e extração de metabólitos secundários em condições controladas, que

garantem a estabilidade da produção em condições controladas de luminosidade e

temperatura.

Trabalhos com outros gêneros constataram que mais fatores, como temperatura e luz,

também influenciaram na calogênese, além de fitohormônios, como o ácido salicílico, que

promove a produção de carotenoides in vitro por plantas micropropagadas de Nasturtium

officinale (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ et al., 2022). Há também estudos com foco em

fatores incomuns como fontes de luz de LED azul em sacos embrionários de Citrus (MA et

al., 2021) e herbicidas aplicados em calos e suspensões de Solanun lycopersicum

(ENGELMANN et al., 2010).

Revisões recentes mostram que as tecnologias de cultura de calos, de suspensões

celulares e de raízes in vitro tem sido amplamente utilizadas em várias espécies, viabilizando

alternativas promissoras para a produção de diversos metabólitos secundários com atividade

biológicas (CHANDRAN et al., 2020; ABDULHAFIZ et al., 2022). Esses autores citam

alguns exemplos de espécies e de metabólitos secundários de interesse, produzidos por

culturas in vitro e com aplicações farmacológicas, como compostos fenólicos, flavonoides,

ginsenosídeos, vimblastina, vincristine, atropina, taxol e quinino. Ressaltam que a utilização

da engenharia metabólica das vias de biossíntese e da utilização de elicitores bióticos

(fragmentos de parede celular de pectina e celulose, polissacarídeos quitina, quitosana e

hormônios como ácido salicílico, metil-jasmonato) e não bióticos (radiação UV, estresse

nutricional e por metais pesados) têm sido eficiente em estimular e otimizar os processos de

produção por células cultivadas in vitro.
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1.4 Estudos biotecnológicos sobre P. setacea

Nos últimos anos têm aumentado o número de estudos científicos sobre a P. setacea

em culturas in vitro e estudos sobre metabólitos secundários produzidos pelas folhas,

sementes e polpa de frutos. Santos et al (2010), por exemplo, procurou estabelecer protocolos

para micropropagação a partir de sementes de P. setacea e germinação in vitro. Vieira et al.

(2014), por sua vez, buscou determinar o protocolo ideal para a organogênese combinando

diferentes tipos de reguladores de crescimento e regimes de luz em explantes de folha,

hipocótilo e raízes. Já Araújo et al (2022) estudou a morfogênese com o uso de dois elicitores,

benziladenina (BAP) e thidiazuron (TDZ), usando hipocótilo, segmentos de nós e de raízes

como explantes, e seus resultados exibiram tendência maior de formação de calos e plântulas

em segmentos de nós tratados com BAP.

As pesquisas sobre P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado realizadas no Laboratório de

Fisiologia Vegetal/Biotecnologia (BOT/CCB/UFSC) têm sido direcionadas para avaliar e

otimizar o potencial do desenvolvimento de sistemas de cultura in vitro de calos para a

produção de metabólitos secundários, em especial de compostos fenólicos, flavonoides e

atividade antioxidante, sempre em condições controladas (SOZO et al., 2016).

O primeiro estudo desenvolvido por Sozo (2014) sobre a produção de metabólitos de

P. setacea por culturas in vitro de calos demonstrou a influência do explante de origem dos

calos e do período de cultivo na produção de compostos fenólicos, carotenoides e atividade

antioxidante. Neste trabalho foram comparados, quanto à produção de luteína, calos

originários de vários tipos de explantes, com diferentes períodos de cultivo e foi demonstrada

a diferença entre os calos originados de segmentos de hipocótilo, nó foliar, raiz, nó

cotiledonar e cotilédone, indicando a maior produção nos calos de nó foliar cultivados em 65

dias, seguido dos calos de hipocótilo com 45 dias e dos calos de nó foliar e de cotilédone de

45 dias cultivados em 88,5 milimolar (mM) de sacarose e 2,5 micromolar (μM) de ácido 2,4

diclorofenoxiacético (2,4-D).

Terhaag (2019) demonstrou o aumento significativo da biossíntese de carotenóides

totais em calos de nó cotiledonar e de cotilédone cultivados em 88,5 mM de sacarose e 2,5

μM de 2,4-D em comparação com o ácido α-naftalenoacético (ANA), indicando, para ambos

os tipos de calos, a maior eficiência do 2,4-D como regulador de crescimento.

Montagner (2018), realizando um estudo mais completo sobre P. setacea confirmou a

influência de diferentes tipos de explantes utilizados para iniciar as culturas de diferentes tipos

de calos, fontes de carbono e da elicitação com ácido salicílico nos níveis de compostos
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fenólicos totais, flavonoides, carotenoides, compostos voláteis, terpenos e atividade

antioxidante dos vários tipos de calos. O estudo ainda mostrou um aumento significativo na

concentração de luteína nos calos oriundos de segmentos de nó cotiledonar e cotilédone

elicitados com ácido salicílico em comparação com os calos não elicitados, otimizando assim

a produção de luteína pelos calos originados de nó cotiledonar e cotilédone. Detectou também

vários perfis de compostos voláteis entre as culturas de calos originados a partir de diferentes

tipos de explantes, além de demonstrar a influência promotora do ácido salicílico,

aumentando os níveis de fenólicos totais e atividade antioxidante.

No estudo conduzido por Montagner (2018) foram utilizadas técnicas de análise de

compostos dos extratos hidroalcoólicos por cromatografia líquida acoplada à espectrometria

de massas (CL-ESI-EM), que permitiu estabelecer os perfis dos compostos polifenólicos

detectados em extratos de pericarpo, sementes, folhas e calos de nó cotiledonar e de

cotilédone de P. setacea. Em folhas, pericarpos e sementes foram encontrados 11 ácidos

fenólicos, 1 aldeído fenólico e 5 flavonoides. Os calos de nó cotiledonar e cotilédone em

sacarose produziram 8 ácidos fenólicos, mas apenas os calos de nó cotiledonar em frutose

produziram os flavonoides vitexina e isoorientina. Os calos de cotilédone produziram vitexina

e isoorientina apenas após a elicitação com ácido salicílico.

Fonseca (2019), selecionou os dois tipos de calos mais promissores (calos de nó

cotiledonar e cotilédone) em termos da biossíntese de metabólitos secundários para

demonstrar o efeito promotor de certos tipos de meio de cultura, de fontes de carbono

utilizadas isoladamente, incluindo a trealose ou em combinação de fontes de luz nos níveis de

compostos fenólicos, flavonoides e atividade antioxidante. Terhaag (2019) constatou, nesses

calos, o efeito promotor de diferentes tipos de reguladores de crescimento nos níveis de

fenólicos totais, flavonoides, clorofilas e carotenoides. Em todas essas pesquisas previamente

mencionadas, os métodos de análises foram as técnicas de extração hidroalcóolica em álcool

etílico 96% (v/v) de compostos fenólicos totais e flavonoides e de dosagens quantitativas com

métodos colorimétricos.

Santos-Tierno et al (2021) analisaram o efeito da qualidade da luz (escuro,

fluorescente e LED branco, azul vermelho e azul-vermelho) na produção de metabólitos de

calos derivados de segmentos internodais do caule de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado

por HPLC-UV e HPLC-UV-ESI-MS/TOF (cromatografia líquida de alta performance

acoplada ao detector de UV e espectrômetro de tempo de voo), que revelou a presença de 14

compostos, principalmente flavonoides e ácidos graxos, com o maior número de compostos

detectados nos calos sob efeito do LED azul. Os maiores potenciais antioxidantes foram



21

obtidos nos calos intermodais mantidos sob luz fluorescente, LEDs azul e vermelho. As

atividades das enzimas antioxidantes foram maiores sob LED vermelho. Esses pesquisadores

avaliaram pela primeira vez os efeitos de vários tipos de luz sobre a formação de calos,

produção de metabólitos secundários e atividade antioxidante, obtendo dados valiosos, como

aumento da biomassa dos calos estimulado por LED vermelho e maior produção de

substâncias bioativas por LED azul, gerando novas perspectivas de estudo na conjuntura da

biotecnologia vegetal. Foram detectados 14 compostos principalmente ácidos graxos e alguns

compostos fenólicos tirosol (apenas em LED azul) e derivados C-glicosil (em todos tipos de

luz) e luteolina (flavonoide, apenas em LED azul).

Santos-Tierno et al. (2022) também analisaram, através da HPLC-UV-ESI-MS/TOF,

o conteúdo de flavonoides e o potencial antioxidante de extratos hidroalcoólicos de folhas de

plantas do cv. BRS Pérola do Cerrado liofilizadas crescidas in vivo e folhas de plantas

micropropagadas in vitro. Os dois constituintes majoritários em ambos os extratos foram

vicentina-2 e chaftosídeo; outros derivados de apigenina-C-glucosil (flavonoides) foram

detectados em menores quantidades e um tipo específico de apigenina apareceu apenas nas

folhas de plantas micropropagadas, mas não na folha planta crescida in vivo. O estudo

demonstrou o potencial positivo das plantas crescidas in vitro para a produção alternativa de

flavonoides, apesar de ambos extratos terem mostrado baixo potencial antioxidante e

nenhuma diferença nas atividades das enzimas antioxidantes, apenas a atividade da enzima

antioxidante APX (ascorbato peroxidase) foi maior em extratos de folhas de plantas

micropropagadas.

1.5 Justificativas e objetivos

1.5.1 Justificativas

Os estudos preliminares conduzidos até o momento demonstraram que as culturas de

calos de nó cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado apresentaram o potencial

para a produção de compostos fenólicos flavonoides, terpenos, clorofilas, carotenoides e

atividade antioxidante in vitro e permitiram a seleção de alguns fatores que otimizaram a

biossíntese dos compostos, como tipo de explante utilizado para iniciar as culturas de calos,

meios de cultura e fontes de carbono, elicitores e tipo e concentração do regulador de

crescimento. Esses resultados tornaram evidente, a necessidade de aprofundar vários estudos,

como por exemplo, avaliar a dinâmica do crescimento e os perfis de metabólitos produzidos
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pelos calos de nó cotiledonar, em diferentes períodos de cultivo, além de comparar os perfis

dos calos com os perfis metabólitos de extratos de folhas, cascas e sementes.

Os métodos de análise dos calos de P. setacea utilizados nos estudos anteriores foram

a CL-ESI-EM para identificação de compostos, como fenólicos e flavonóides,

HS-SPME/CG-MS, para quantificação de terpenos e a cromatografia líquida de alta eficiência

(CLAE), para detecção de carotenoides. A análise por CLUE-ESI-EM tem sido atualmente a

mais utilizada na análise metabolômica de várias espécies de plantas e é considerada um

método com alta eficácia e maior sensibilidade, utilizado para identificar e quantificar os

compostos bioativos presentes nos materiais vegetais.

A cromatografia líquida de ultra eficiência (CLUE), devido à alta resolução, utiliza

colunas de cromatografia de menor diâmetro, que contém partículas menores fazendo com

que as separações entre os compostos ocorra com maior eficiência e mais rapidez. Já a

espectrometria de massas com ionização por electrospray (ESI-EM) detecta os compostos que

foram separados pela CLUE, fornecendo informações mais detalhadas sobre a estrutura

molecular e identificação dos compostos. Nesse contexto, o método combinado de análise

com CLUE-ESI-EM foi utilizado pela primeira vez no presente estudo, para gerar os perfis

metabólicos de extratos de calos de nó cotiledonar, em diferentes tempos de cultivo e de

extratos de folhas, cascas de frutos e sementes de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

O estudo comparativo dos perfis gerados pelos calos em diferentes tempos de cultivo

permite detectar o período de cultivo em que ocorre a maior produção de compostos de

interesse para extração. A comparação entre os perfis dos calos, folhas, cascas e sementes

permitirá avaliar o potencial de produção dos calos produzidos in vitro em relação às folhas,

cascas de frutos e sementes. Tais experimentos fornecem dados mais consistentes sobre a

dinâmica, em função do tempo, do crescimento e do metabolismo dos calos in vitro,

possibilitando a otimização do momento mais adequado do tempo de cultivo para a extração

dos compostos. Esses estudos contribuem para a melhor compreensão das vias de biossíntese

em função do tempo de cultivo dos calos, além de entendermos sobre a viabilização da

produção em larga escala de compostos bioativos.

1.5.2 Objetivo Geral

Esse trabalho teve como objetivos determinar o efeito do tempo de cultivo no

crescimento e no perfil de metabólitos secundários de calos de nós cotiledonares de P. setacea

e proceder à análise comparativa com os perfis metabólicos de folhas, cascas e sementes,
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otimizar os protocolos para a produção de biomassa e de metabólitos secundários dos calos e

gerar informações sobre o potencial de produção dos calos em relação aos demais materiais

vegetais analisados.

1.5.3 Objetivos Específicos

● Verificar o efeito dos períodos de 30, 60 e 90 dias de cultivo no incremento em massa

fresca e seca dos calos de nó cotiledonar de P. setacea e comparar os resultados;

● Verificar o efeito dos períodos de 30, 60 e 90 dias de cultivo nos perfis de metabóllitos

secundários dos calos;

● Determinar os perfis de metabólitos secundários de extratos de folhas, cascas e

sementes de P. setacea;

● Fazer a análise comparativa dos perfis de metabólitos secundários dos calos e de nós

cotiledonares cultivados in vitro com os materiais produzidos in vivo de folhas, cascas

e sementes.
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2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Materiais

Foram utilizadas neste trabalho folhas, cascas de frutos, sementes e calos de nó

cotiledonar cultivados in vitro a partir de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado. As folhas,

frutos e sementes frescas foram cedidas pela Embrapa Cerrados, Planaltina, DF, Brasil. As

culturas de calos de nó cotiledonar foram estabelecidas de acordo com a metodologia descrita

no item 2.2. Aspectos dos diferentes tipos de materiais vegetais utilizados são mostrados nas

Figuras 1 e 2.

Figura 1. Aspecto das cascas de frutos (A), sementes (B) e folhas (C) secas ao ar livre de P.
setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2 Métodos

2.2.1 Cultivo in vitro dos calos

2.2.1.1 Indução e manutenção das culturas in vitro de calos

As culturas de calos de nó cotiledonar utilizadas foram obtidas segundo a metodologia

descrita por Sozo et al. (2016), a partir do cultivo de segmentos nodais cotiledonares,

removidos de plântulas axênicas originadas através da germinação in vitro de sementes de P.

setacea variedade BRS Pérola do Cerrado. Os segmentos nodais cotiledonares de 1 cm de

comprimento consistiam de caule da plântula e das duas gemas axilares presentes no ponto de

inserção dos cotilédones. Os calos obtidos foram mantidos em meio de cultura Murashige &

Skoog (MS), suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 μM de 2,4-D e 0,2 % de Phytagel e

repicados em períodos de 30 dias, para gerar a biomassa necessária para conduzir os

experimentos de cultivo dos calos por períodos de 30, 60 e 90 dias (Figura 2).
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Figura 2. Culturas de calos de nó cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado
cultivadas em meio de cultura Murashige & Skoog (MS), suplementado com 88,5 mM de
sacarose, 2,5 μM de 2,4-D e 0,2 % de Phytagel em tubos de ensaio de 20 mm x 150 mm.

Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2.1.2 Preparação do meio de cultura e condições de crescimento das culturas

O meio de cultura (MS), uma mistura em pó preparada pela Sigma Chemical Co., na

concentração de 4,4 g/L foi suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 μM de 2,4-D e 0,2%

(m/V) de Phytagel. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8, antes da adição do

Phytagel, utilizando-se solução de hidróxido de sódio 0,1 M ou de ácido clorídrico 0,1N.

Após a dissolução em placa aquecedora foi distribuído em tubos de ensaio de 20 mm x 150

mm (8 mL de meio por tubo). Todos os tubos foram fechados com tampas de polipropileno e

autoclavados por 20 minutos a 1,1 Kgf/cm³ e 121°C.

Em condição asséptica, no fluxo laminar, em cada tubo de ensaio foram inoculadas

300 mg de biomassa fresca de calos por tubo e foram inoculados 120 tubos de ensaio por

período de cultivo. Os tubos foram fechados com filme de polipropileno transparentes, presos

com elástico e as culturas transferidas para a sala de crescimento com temperatura controlada

de 25 ± 2°C, sob fotoperíodo de 16 horas, provido por lâmpadas fluorescentes Philips TDL

(22.3 μmol.m-2.s-1). Após 30, 60 e 90 dias de cultivo os calos foram coletados para as análises

de crescimento e fitoquímicas.

2.2.2 Determinação das biomassas fresca, seca e do teor de água dos calos

Os calos de nó cotiledonar foram retirados dos tubos de ensaio depois de 30, 60 e 90

dias de cultivo, pesados em balança analítica para determinação da biomassa fresca e em
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seguida foram colocados, separadamente, em formas de papel de 2,5 cm de diâmetro, sobre

placas de Petri de 16 cm de diâmetro (Figura 3).

As placas de Petri foram mantidas abertas, sobre prateleiras, em ambiente refrigerado

para secagem ao ar livre em temperatura de 23± 2°C e umidade relativa do ar de 70%, até a

estabilização da biomassa seca, o que ocorreu após o período de 4 dias, quando foi realizada a

pesagem final dos calos, para determinação da biomassa seca e coleta para a extração (Figura

3). Os dados das biomassas fresca e seca de cada período de cultivo foram então utilizados

para a determinação do teor de água, elaboração das curvas de crescimento dos calos e cálculo

do rendimento dos extratos.

Figura 3. Calos de Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado frescos e secos originados
de segmentos de nó cotiledonar cultivados em meio de cultura Murashige & Skoog

suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 μM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel, após 30, 60 e
90 dias de cultivo.

Fonte: Elaborado pelo autor
Barra = 1cm

2.2.3. Análises estatísticas dos experimentos de cultivo in vitro dos calos

Todos os experimentos foram montados de acordo com o delineamento estatístico

completamente casualizado. Os resultados foram analisados através da análise de variância

(ANOVA), para avaliar o efeito dos períodos de cultivo sobre o crescimento dos calos. A

separação de médias foi realizada pelo teste de Tukey, ao nível de probabilidade de 95%.
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Também foram realizadas as análises de regressão linear e de correlação linear simples, entre

os dados de massa fresca e massa seca dos calos, em cada período de cultivo, para a

determinação das equações das retas, dos valores de coeficientes de correlação linear (r) e dos

coeficientes de determinação [R2= (100). (r2)] (GOMEZ & GOMEZ, 1984). As análises

estatísticas foram feitas com base em softwares de estatística – EXCEL (Microsoft) e do

software livre PAST 4 (Paleontological Statistics Software), versão 4 (HAMMER; HARPER;

RYAN, 2001).

2.3 Análise por Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada à Espectrometria

de Massas (CLUE-ESI-EM)

2.3.1 Extração do material vegetal

As massas secas iniciais utilizadas na extração de cada tipo de material vegetal, para

obter o respectivo extrato bruto são mostradas na Tabela 2 (calos) e na Tabela 4 (Fo, Ca e Se).

Para a obtenção dos extratos brutos foram utilizadas as biomassas secas de folhas (Fo), cascas

de frutos (Ca), sementes (Se) e de calos de nó cotiledonar de 30 (NC30), 60 (NC60) e 90

(NC90) dias de cultivo, secas ao ar livre, em ambiente refrigerado a 23± 2°C e umidade

relativa do ar de 70%, até os valores das massas secas de cada tipo de material ficarem

constantes.

As biomassas de folhas e calos de nós cotiledonares de 30, 60 e 90 dias de cultivo

passaram por maceração física e depois por maceração exaustiva mantidos imersos em

solução hidroalcoólica na proporção 70% etanol e 30% água destilada por 3 semanas em

recipiente fechado (Cechinel Filho e Yunes, 1998). Com o intuito de extrair o maior teor

possível de cada grupo de calos, foi coletada a solução a cada 1 semana de imersão e o

resíduo era novamente colocado para extrair por mais uma semana em nova solução

hidroalcoólica.

Após 3 semanas todos os extratos foram filtrados e o solvente removido, sob pressão

reduzida em um evaporador rotatório, obtendo-se extratos brutos. A Figura 4 mostra os calos

de nó cotiledonar secos de 60 dias macerados (A) e de calos NC30, NC60 e NC90 imersos

em solução hidroalcoólica (B) durante o processo de extração e a Figura 5 mostra o tipo de

evaporador rotatório utilizado. Após a remoção do solvente em evaporador rotatório os

extratos foram pesados em balança analítica, para se obter o rendimento final de cada material

vegetal.
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Figura 4. Calos de nó cotiledonar de Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado secos de
60 dias (A) e de 30, 60 e 90 dias (B) imersos em solução aquosa de etanol 70% para extração.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5: Evaporador rotatório da IBBL utilizado para a remoção do solvente dos extratos de
cascas, sementes folhas e calos de nó cotiledonar de Passiflora setacea cv. BRS Pérola do

Cerrado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Após a remoção do solvente em evaporador rotatório os extratos foram pesados em

balança analítica, para se obter o rendimento final de cada material vegetal mostrado na

Tabela 3 do item 3.2. O rendimento foi calculado através da seguinte fórmula: (massa seca do

extrato bruto/massa seca inicial) x 100.
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2.3.2 Análise por Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada à Espectrometria

de Massa (CLUE-ESI-EM)

O método utilizado para a análise por CLUE-ESI-EM descrito abaixo, foi o mesmo

utilizado por Oliveira (2024) em sua análise de extratos hidroalcóolicos de calos obtidos a

partir de cotilédones de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

Foram submetidos à análise de CLUE-ESI-EM todos os extratos hidroalcóolicos de P.

setacea, incluindo os obtidos de partes da planta como folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se)

e dos calos de nó cotiledonar cultivados in vitro por 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias

de cultivo. As amostras foram preparadas fazendo-se uma massa de extrato bruto de 1,6 mg, a

qual foi diluída em 2 mL de uma mistura metanol:acetonitrila grau MS (1:1). Com o objetivo

de impedir a passagem de partículas e ter uma solução final mais pura, as amostras foram

filtradas em vial utilizando filtrilos de 0,22 μm de tamanho de poro.

Para fracionar as amostras foi utilizado um sistema CLUE (Waters, Milford, MA,

EUA), equipado com um gerenciador de solvente quaternário, gerenciador de amostras e um

detector de fotodiodos (PDA), bem como com uma coluna de fase reversa (BEH, C18 de 5x1

cm e 1,7µm de partículas). A coluna de amostra foi mantida em 40°C enquanto a bandeja de

amostra estava em 20°C. Um volume de amostra de 2 μL foi submetido a uma condição de

gradiente da fase móvel contendo água com 0.1% de ácido fórmico (A) e acetonitrila (B), a

uma taxa de fluxo constante de 0.3 mL.min-1: 0-1 min, 80% de A; 1–12 min, 10% de A;

12–14 min, 10% de A; 14-15 min 80% de A; 15-20 min, 80% de A (PRADI et al., 2023).

Foi vinculado ao sistema CLUE para identificar os componentes químicos de cada

fração, um espectrômetro de massas do tipo quadrupolo ortogonal de tempo de voo (Xevo

G2-S Qtof, Waters), com uma sonda de ionização por eletrospray (ESI) operando nos modos

de ionização negativo.

Os parâmetros de aquisição de massas foram ajustados em modo centróide e

monitorados em scan com tempo de 1 segundo, em uma faixa de massa de 100-1500 Da. A

energia de colisão foi 6 eV em função 1, subindo de 20 para 35 eV na função 2, em modo de

rápida aquisição dependente de dados (Fast DDA – Fast Data Dependent Acquisition). Foi

incluída uma razão massa carga (m/z) referente ao MS1 acima de um threshold de 30000 para

todo ciclo de aquisição de dados, sendo estes os picos selecionados como precursores para

posterior fragmentação, enquanto o threshold se manteve acima de 20000 os espectros

MS/MS foram registrados. Durante a aquisição foi utilizada uma correção por infusão de um

padrão de referência externo (LockSprayTM), em infusão constante de uma solução de
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leucina-encefalina (1 ng mL-1, a 20 μL min-1) (GAO et al., 2020), o que ajudou a garantir a

precisão da massa.

Foram utilizados nos modos de ionização negativo e positivo voltagem do capilar de 3

kV, 40 V no cone amostral, voltagem offset de 80 V, 300°C em temperatura de dessolvatação,

temperatura da fonte de 90 ºC, fluxo de gás de dessolvatação de 150 Lh-1 e 10 Lh-1 de fluxo de

gás no cone.

2.3.3 Processamento dos dados cromatográficos e espectrométricos para a identificação

de metabólitos

O método utilizado para o processamento dos dados cromatográficos e

espectrométricos para a identificação de metabólitos descrito abaixo foi o mesmo utilizado

por Oliveira (2024) em sua análise de extratos hidroalcóolicos de calos obtidos a partir de

cotilédones de P. setacea.

Para facilitar na identificação dos metabólitos foi usado um arranjo dos softwares

MS-DIAL (ver. 4.92) e MS-FINDER (ver. 3.52). Foram importados todos os dados brutos das

análises de FastDDA, convertidos para o formato correspondente (mzML), para o MS-DIAL,

onde, em conformidade com as análises realizadas por CLUE-EM, foram selecionadas

informações e o alinhamento dos dados. Assim os parâmetros para o processamento e

alinhamento dos dados foram escolhidos.

A tolerância usada para a coleta de dados foi de 0,02 Da e 0,06 Da para MS1 e MS2,

respectivamente. Referente à detecção do pico, para a largura do corte de massa foi

empregado amplitude de 0.1 Da e para a altura mínima foi com a amplitude de 10000 Da. Já

nos parâmetros de desconvolução, para os valores da janela sigma foi usado 0,5 Da e ponto de

corte de abundância MS/MS de 30 amplitudes. Para o alinhamento foi utilizado o arquivo do

branco do solvente como referência. A tolerância no tempo de retenção do MS1 foi definida

em 0,015 min e 0,02 Da. Foi aplicada a remoção de recursos com base em dados do branco do

solvente, conseguindo-se então obter somente anotações referentes às amostras.

A partir de um arquivo de extensão MSP da MS-DIAL foi introduzida uma biblioteca

espectral contendo compostos únicos ESI (+ e -) - MS/MS (padrões+bio+in silico, 16.995

compostos únicos em ESI+ e 15.245 compostos únicos em ESI-). A aplicação da biblioteca

espectral ocorreu no decorrer dos processos de desconvolução e normalização de dados

(TSUGAWA et al., 2015).
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Ao finalizar o processamento dos dados, picos de íons precursores foram observados

por meio de dois eixos de dados contínuos, tempo de retenção (tR) e m/z, onde cada ponto

representa um pico detectado. Com o processamento dos dados foi possível extrair uma gama

de informações importantes, como um gráfico de barra indicando nas amostras analisadas a

abundância de cada íon e uma tabela contendo valores de tR, m/z, valores estatísticos e tipo de

aduto (TSUGAWA et al., 2015).

Os dados obtidos de espectros de fragmentação no MS-DIAL foram exportados para

MS-FINDER, o qual identificou os metabólitos por meio da comparação de espectros de

fragmentação MS/MS, com vários bancos de dados (COCONUT, PubChem, UNPD, ChEBI,

NANPDB, KNApSAcK, NPA). A seleção de estrutura mais provável entre os candidatos

ocorreu considerando o valor do score igual a 5 ou maior, os fragmentos obtidos e o

conhecimento prévio das possíveis classes de compostos que o tipo de amostra é capaz de

produzir (WANG et al., 2022).

2.3.4 Análise estatística de dados metabolômicos

O método utilizado para a análise estatística de dados metabolômicos foi o mesmo

utilizado por Oliveira (2024) em sua análise de extratos hidroalcóolicos de calos obtidos a

partir de cotilédones de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado, compartilhando os dados de

origem das partes das plantas Ca, Fo e Se.

A análise estatística de dados metabolômicos foi desenvolvida em um único

experimento com os dados dos calos de nó cotiledonar (NC) e das diferentes partes da planta

(Ca, Fo e Se), comparando os perfis metabolômicos dos calos de 30 (NC30), 60 (NC60) e 90

(NC90) dias de cultivo, com os perfis de folhas, cascas de frutos e sementes de P. setacea cv.

BRS Pérola do Cerrado.

Foi exportado como um arquivo de texto contendo uma matriz de dados brutos (áreas

de pico de cada característica, tempo de retenção, nome do composto ou ID) dos resultados de

alinhamento do tratamento de dados MS-DIAL dos calos de NC correlacionados com os

dados de casca (Ca), folhas (Fo) e sementes (Se,) já filtrados pela abundância de íons de

amostras em branco. Com isso, foi montado um arquivo integrando os dados de metabólitos

com as intensidades de pico de calos NC alinhados com os dados obtidos para as diferentes

partes analisadas da planta, onde cada linha especificou um metabólito e cada coluna sua

intensidade em uma determinada amostra. O arquivo foi convertido corretamente para CSV

(valores separados por vírgula).
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Para discriminar os metabólitos significativos dos calos NC30, NC60 e NC90 em

relação aos diferentes tipos de materiais da planta (Ca, Fo e Se) foi aplicada a análise

estatística univariada e multivariada realizada pelo MetaboAnalyst (v 5.0). Logo em seguida

foi feito uma normalização de todos os dados antes das análises seguintes por meio da

transformação de raiz quadrada e a escala de Pareto.

Com os dados normalizados, primeiramente, foi realizada a análise de componentes

principais (PCA) para encontrar os recursos de distribuição do conjunto de dados (score,

loading plots e Kmeans). Com isso, foi possível usar a análise parcial de mínimos quadrados

discriminantes (PLS-DA) o que determinou a importância da variável na projeção (VIP) de

cada composto. Apenas compostos com valor p < 0,05 (teste T de Student) e valor VIP > 1,0

foram considerados significativamente diferentes entre os grupos (PANG et al., 2021).
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Crescimento das culturas in vitro

3.1.1 Efeito do tempo de cultivo nas características morfológicas dos calos de P. setacea

originados a partir de segmentos de nó cotiledonar

Na Tabela 1 e Figura 6 (A,B e C) são mostrados os detalhes da morfologia e coloração

dos calos de nó cotiledonar cultivados por 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 dias (NC90).

Observa-se que, dos calos NC30 para NC90, há uma graduação da coloração, do verde

intenso e brilhante para um fosco verde-amarelado, enquanto nos calos NC60 a coloração se

manteve mais parecida com calos NC30, com poucas alterações, raros pontos amarelados.

Sobre a textura, todas as amostras, de modo geral, se demonstraram friáveis, muito suscetíveis

a desagregação.

As vantagens de se ter calos friáveis, menos compactos, é que a separação das células

após a divisão é facilitada, formando menos agregados celulares, o que facilita a iniciação e a

manutenção de suspensões celulares, estratégia eficiente de cultivo in vitro, que otimiza o

crescimento celular, por manter as células rodeadas por nutrientes, facilitando a absorção

maior do que em calos compactos (ROSAL, 2004).

Figura 6. Detalhes morfológicos dos calos originados de segmentos de nó cotiledonar de
Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados em meio de cultura Murashige &

Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 µM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel aos 30
(A), 60 (B) e 90 (C) dias de cultivo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1. Efeito do tempo de cultivo no aspecto dos calos de P. setacea cv. BRS Pérola do
Cerrado originados a partir de segmentos de nó cotiledonar após 30, 60 e 90 dias de cultivo

em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 µM de
2,4-D e 0,2% de Phytagel.

Tempo de cultivo (dias) Coloração Textura
30 Verde intenso Friável
60 Verde intenso (Raros pontos amarelados) Friável
90 Verde fosco ou amarelado Friável

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para efeitos de comparação, Oliveira (2024) utilizando explantes de cotilédone de P.

setacea e utilizando os mesmos métodos de cultivo dos calos descritos neste trabalho, obteve

calos de 30, 60 e 90 dias com textura compacta e rígida. A coloração dos calos de cotilédones

divergiu dos calos de nós cotiledonares, apresentando um verde mais claro em 30 e 60 dias e

bege nos calos de 90 dias, o que deve estar associado ao processo de senescência mais

rapidamente encontrado do que os calos de nós cotiledonares.

Os resultados obtidos no presente trabalho para nós cotiledonares estão de acordo com

os relatados por Terhaag (2019), que analisou o efeito de 2,4-D, na mesma concentração

utilizada no presente trabalho e observou que, de modo geral, os calos de nós cotiledonares

eram mais friáveis do que os calos de cotilédone e também tenderam a ser verdes mais escuro

que calos de cotilédone, apresentando teores de clorofila total e carotenoides

significativamente maiores do que os calos de cotilédone.

A coloração dos calos pode ser um indicador visual de informações importantes como

a etapa do ciclo de crescimento, metabolismo e viabilidade do calo, fatores que impactam na

produtividade celular. A coloração amarronzada ou preta podem ser sinais de estresse

oxidativo, senescência celular ou até mesmo de contaminações na cultura.

Terhaag (2019) comprovou que a coloração verde mais escura dos calos de nó

cotiledonar se deve à presença de maior teor de clorofilas e carotenoides. O amarelamento dos

calos, observada nos calos NC60 e mais intensa nos calos NC90 possivelmente é

consequência da alteração metabólica induzida pela senescência, de degradação de clorofila a

e b, deixando em evidência os carotenoides, responsáveis pela coloração mais amarelada dos

calos. Segundo Taiz et al. (2017) a senescência das folhas, por exemplo, pode ocorrer por

ação de fatores internos (regulação de hormônios, açúcares ou mudança de fases) e externos

(temperatura, falta de nutrientes ou água), e, após uma cascata de sinais, inicia-se a

senescência, com degradação gradual e programada dos componentes celulares, inclusive a



35

clorofila. Nas culturas in vitro pode estar relacionado com a diminuição dos carboidratos e da

disponibilidade de nutrientes durante o ciclo de cultivo.

No que tange ao nível de agregação celular dos calos, de acordo com a literatura

(BRUNETTA et al., 2006) é possível induzir calos a se tornarem mais friáveis, úmidos e

células maiores por meio do uso de mais auxinas e menos citocininas no meio de cultura. O

oposto, maior teor de citocininas e menor de auxinas no meio de cultura, resultaria em calos

mais compactos, com menor teor de água e de células menores. Um dos reguladores mais

utilizados em culturas in vitro, o 2,4-D dentro do organismo da planta funciona como um

mimetizador de auxinas, sendo considerado uma auxina sintética (REIS; LAMEIRA;

CORDEIRO, 2007). Um caso de uso do 2,4-D que resultou em calos mais friáveis foi

relatado por Silva et al (2019), que, manuseando calos nodais de Caesalpinia ferrea,

desenvolveu calos friáveis em culturas elicitadas com 2,4-D, porém em culturas em que não

continham 2,4-D e sim BAP ou TDZ (ambos citocininas) os calos apresentaram-se

compactos.

O mesmo padrão de maior friabilidade dos calos de nó cotiledonar de P. setacea

também foram constatados em trabalhos realizados anteriormente. Esse padrão também foi

constatado por Fonseca (2019), que produziu calos friáveis de nó cotiledonar de P. setacea em

culturas com 2,5 μM de 2,4-D, entretanto os calos de cotilédone sobre essas mesmas

condições se formaram compactos. Os resultados obtidos no presente trabalho estão de acordo

com o descrito por Brunetta et al. (2006) e fatores como a manipulação de reguladores de

crescimento no meio de cultura podem ser importantes para alterar as características de

agregação das células nos calos.

3.1.2 Efeito do tempo de cultivo no crescimento dos calos de P. setacea originados a

partir de segmentos de nó cotiledonar

Uma forma eficiente de monitorar as etapas do ciclo de crescimento dos calos é

analisando o crescimento através de avaliações das massas fresca e seca.

A Tabela 2 mostra os dados de massa fresca, massa seca, razão massa seca/massa

fresca, teor de água e coeficiente de correlação entre massa fresca e massa seca dos calos

NC30, NC60 e N90. O teste de Tukey indicou diferenças estatísticas significativas entre os

tratamentos, para todos os parâmetros analisados, indicando que o tempo de cultivo

influenciou diretamente no crescimento e no teor de água dos calos.
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Tabela 2. Efeito do tempo de cultivo no crescimento dos calos de P. setacea cv, BRS Pérola
do Cerrado originados a partir de segmentos de nó cotiledonar após 30, 60 e 90 dias de cultivo
em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 µM de

2,4-D e 0,2% de Phytagel
Tempo de

cultivo
(dias)

Massa fresca
(mg)*

Massa seca
(mg)*

Razão
massa seca/massa

fresca*

Teor de água
(%)*

Coeficiente
de Pearson (r)

30 1812,4 ±
463,8c 99,7 ± 14,1ab 0,056 ± 0,010a 94,3 ± 1,0b 0,774

60 2589,9 ±
491,0a 107,1 ± 17,2a 0,041 ± 0,003b 95,9 ± 0,3a 0,953

90 2199,8 ±
466,6b 91,1 ± 16,9b 0,042 ± 0,007b 95,8 ± 0,7a 0,755

Fonte: Elaborado pelo autor.
*Média ± desvio padrão (n= 23-86 repetições por tratamento) seguidas por letras diferentes, na mesma coluna,

diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05).

No início do experimento foram inoculados aproximadamente 300 mg de inóculo/tubo

correspondente a 15,7 mg de massa seca/tubo, razão massa seca/massa fresca de 0,052 e

94.2% de teor de água. Entre o período do início do cultivo até 30 dias os calos NC30

apresentaram incrementos de 6 vezes na massa fresca e 6,5 vezes na massa seca; no período

de cultivo entre 30 e 60 dias os incrementos foram de 1,4 e 1,1 vezes, respectivamente, e entre

60 e 90 dias de cultivo as massas fresca e seca diminuíram em relação ao tempo de 60 dias.

Esses dados indicam que o incremento maior nas massas fresca e seca foi nos primeiros 30

dias de cultivo.

Os calos NC60 apresentaram valor significativamente maior de massa fresca (2589,9

mg/calo); valor maior de massa seca (107,1 mg/calo), mas que não diferiu significativamente

dos calos NC30; maior teor de água (95,9%), que diferiu significativamente dos calos NC30;

maior coeficiente de correlação entre as massas fresca e seca (0,953). Apenas quanto à razão

massa seca/massa fresca o valor foi significativamente menor (0,041mg de massa seca/mg de

massa fresca) que os calos NC30, que não diferiu significativamente dos calos NC90.

Santos Tierno et al (2021), também cultivando calos de P. setacea cv. BRS Pérola do

Cerrado, mas originados de segmentos nodais, segmentos internodais e segmentos de folhas,

obtiveram, após 60 dias de cultivo, valores de massa seca respectivamente de 850 mg (sob luz

lâmpadas fluorescentes, 4,14 μM picloram), 730 mg (sob LED branco, 20,7 μM picloram ) e

930 mg (sob LED vermelho, 4,14 μM picloram), valores muito inferiores aos conseguidos no

presente trabalho para os calos de nó cotiledonar, que produziram 107,1 mg de massa

seca/calo aos 60 dias de cultivo. Santos Tierno et al (2021) utilizaram o meio de cultura

MSM, suplementado com 3% de sacarose, concentrações de picloram entre e 0,7% de ágar,
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além de cultivarem os calos a 28°C, sob fluxo de fótons entre 42 e 45 μmols/m2/s para os

LEDs branco e vermelho, respectivamente. Essas diferenças indicam a influência dos

diferentes protocolos utilizados nessas pesquisas no crescimento dos calos e quantos fatores

podem ser manipulados no meio de cultura e nas condições de cultivo em cada caso.

A Figura 7 (A, B, C, D) mostra a representação gráfica dos resultados da Tabela 2 para

mostrar as variações ocorridas durante o tempo de cultivo.

Os calos NC30, após 30 dias de cultivo apresentaram as menores massas fresca e

massa seca entre os tratamentos, mas apresentaram a maior relação massa seca/massa fresca,

indicando que nos primeiros 30 dias de crescimento dos calos apresentaram 0,056 mg de

massa seca/mg de massa fresca, valor significativamente maior que os demais tempos de

cultivo indicando o maior incremento de massa seca por mg de massa fresca (Tabela 2,

Figuras 7 (A, B, C). Terhaag (2019) e Fonseca (2019), que cultivaram in vitro calos de nó

cotiledonar por 30 dias, através do mesmo método, conseguiram em ambos os trabalhos calos

com cerca de 95% de teor de água e coeficiente de correlação linear próximo de 0,72, se

aproximando dos valores obtidos no presente trabalho de 94,3% em teor de água e 0,77 de

correlação linear para os calos NC30, que apresentaram o menor teor de água entre todos os

tempos de cultivo (Tabela 2, Figura 7D).

Os calos NC60 alcançaram os maiores valores de massas fresca e seca, apesar de não

diferirem significativamente da massa seca dos calos NC30, entretanto apresentaram valor de

razão massa seca/massa fresca menor, mas com teor de água significativamente maior,

chegando perto de 96%. Istoo indica que durante o período de 30 a 60 dias de cultivo os calos

começaram a acumular mais água nas células (Tabela 2, Figura 7 A,B,C,D).

Levando em consideração o coeficiente de correlação de Pearson, o qual mede a

intensidade e a direção da relação linear entre as duas variáveis quantitativas (neste caso

massa fresca e massa seca), os calos NC60 apresentaram a maior correlação positiva de 0,953

(Tabela 2), próxima do perfeito (1,0), indicando que o crescimento dos calos com o

incremento em massa seca esteve fortemente ligado ao incremento no teor de água, ganhando

proporcionalmente, quase a mesma quantidade de massa fresca com o aumento da massa seca.

O acúmulo de água tem diversas funções nas células vegetais, como a hidratação das enzimas

e outras moléculas que participam das reações químicas tais como a fotossíntese, transporte

de moléculas, divisão celular e desenvolver a pressão de turgor, essencial na expansão celular

e manutenção de outros processos fisiológicos, que dependem do metabolismo primário e

secundário das células (TAIZ et al, 2017).
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Os calos NC90 apresentaram teor de água próximo ao exibido pelos calos NC60,

significativamente menor que os calos NC30; massa fresca total significativamente menor,

entre todos os tempos de cultivo e massa seca similar estatisticamente aos calos NC30 (91,1

mg/calo), em média 15% menor; razão massa seca/massa fresca (0,042 mg de massa seca/mg

de massa fresca). significativamente menor que NC30 e similar estatisticamente a NC60

(Tabela 2, Figura 7 (A, B, C,D). Já o coeficiente de Pearson foi o mais baixo, indicando que,

apesar de seu teor de água ser similar ao de NC60, houve diminuição da correlação entre

massa fresca e massa seca, sugerindo que houve a perda de parte da massa seca pelos calos. A

massa seca representa os componentes das células, como paredes, membranas, solutos como

proteínas, lipídios, carboidratos, compostos fenólicos e outras classes de metabólitos

secundários, pigmentos diversos e todos os metabólitos que as células acumularam durante o

ciclo de crescimento. A diminuição no valor da massa seca pode estar ligada à degradação de

metabólitos, o que é um forte sinal de senescência celular (TAIZ et al, 2017). Da mesma

forma, Oliveira (2024) observou processos similares ocorrendo nos calos de cotilédone com

90 dias de cultivo, também sugerindo a possibilidade de início da senescência celular.

A Figura 8 (A, B, C) mostra os gráficos resultantes da análise de regressão linear, que

reforça o que foi descrito anteriormente, mostrando o quanto o aumento em massa fresca dos

calos esteve ligado ao aumento em massa seca em calos de cada tempo de cultivo. Os valores

de R2 que aparecem nos gráficos correspondem aos valores dos coeficientes de Pearson

correspondentes encontrados na Tabela 2 elevados ao quadrado. Quando os valores de R2 são

multiplicados por 100 expressam a porcentagem dos dados em que a variação na massa fresca

pode ser explicada pela função linear da massa seca (GOMEZ & GOMEZ, 1984).

Para NC30 e NC90 os valores de R2 foram próximos (0,559 e 0,507 respectivamente)

o que indica que em NC30 55,9% da variação na massa fresca pode ser explicada pela função

linear da massa seca. Nos calos NC60 90,9% da variação na massa fresca por ser explicada

pela função linear da massa seca, devido à alta correlação entre as duas variáveis, ou seja,

possuem à associação linear quase perfeita entre massa fresca e massa seca, indicando o

quanto as duas massas aumentam na mesma proporção. Observa-se na Figura 8B que a

maioria dos pontos agruparam-se bem próximo à reta, enquanto que na Figura 8A e Figura 8C

parte dos pontos estão mais dispersos e distantes da reta, indicando menor correlação entre as

massas fresca e seca nesses períodos de cultivo.
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Figura 7. Variações na massa fresca (A), massa seca (B), razão massa seca/massa fresca (C) e
teor de água (D) dos calos de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado originados a partir de

segmentos de nó cotiledonar após 30, 60 e 90 dias de cultivo em meio de cultura Murashige &
Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 µM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel. Valores

são médias ± desvio padrão de 23-86 repetições por tratamento. Letras diferentes indicam
diferenças estatísticas significativas entre os tempos de cultivo pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8. Análise de regressão linear entre massa fresca e massa seca de calos de P. setacea
cv. BRS Pérola do Cerrado originados a partir de segmentos de nó cotiledonar após 30, 60 e
90 dias de cultivo em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de

sacarose, 2,5 µM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2. Análise por Cromatografia Líquida de Ultra Eficiência acoplada à Espectrometris

de Massas (CLUE-ESI-EM)

3.2.1 Rendimento da massa extraída obtida para análise CLUE-ESI-EM

Após a remoção do solvente em evaporador rotatório os extratos foram pesados em

balança analítica, para obtenção do rendimento final de cada material vegetal (Tabela 3). Os

valores de rendimentos dos calos de nó cotiledonar variaram entre 66% e 68%, superiores aos

valores obtidos para cascas e sementes (53% e 42%, respectivamente) e similares ao

rendimento de 65% das folhas. Os resultados mostram que o rendimento entre os calos

aumentou com o tempo de cultivo, variando de 65,58%, em NC30 a 68%, em NC90. Em

geral, os extratos brutos dos calos renderam proporcionalmente mais do que folhas (Fo),

cascas (Ca) e sementes (Se). Um dos fatores que mais interferem no rendimento dos extratos

são as partes duras, na qual a maceração não é suficiente para solubilizar essas partes e por

isso ficam retidas na filtragem.

Tabela 3 – Valores de massas utilizadas na extração e obtidos para os extratos brutos de
folhas, cascas, sementes e de calos de nó cotiledonar de 30, 60 e 90 dias de cultivo de

Passiflora setacea cv. BRS Pérola do Cerrado.

Parâmetros Folhas Cascas Sementes Calos
NC30 NC60 NC90

Massa seca inicial (g) 187.89 58.14 18.16 3.98 4.71 8.10
Massa do extrato bruto(g) 121.17 30.76 7.64 2.61 3.12 5.51

Rendimento (%) 64.48 52.91 42.07 65.58 66.24 68.02
Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2 Cromatogramas e perfis químicos obtidos por análise CLUE-ESI-EM dos extratos

de folhas, cascas, sementes e calos de nós cotiledonares de P. setacea

Os extratos hidroalcoólicos de folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se) de P. setacea,

assim como os extratos de calos de nós cotiledonares cultivados por períodos de 30, 60 e 90

dias (NC30, NC60 e NC90) foram submetidos à análise de CLUE-ESI-MS. A análise consiste

na separação cromatográfica dos componentes da amostra e na detecção dos metabólitos

ionizados no modo negativo e positivo, através da espectrometria de massas

Devido à baixa concentração de metabólitos nos extratos hidroalcoólicos, o processo

de ionização e aquisição de dados em modo positivo não gerou informação suficiente para a

anotação de metabólitos. Os dados apresentados e discutidos a seguir correspondem ao

refinamento de íons gerados e detectados no modo negativo.
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A Figura 9 (A, B, C) mostra os cromatogramas obtidos para os extratos brutos de

cascas de frutos, folhas e sementes de P. setacea. Em todos os extratos, as classes químicas

majoritárias presentes foram os ácidos orgânicos de cadeia curta, lipídios e açúcares (Tabela

6). O extrato bruto de folhas apresentou a maior diversidade em classes químicas comparado

com os extratos de cascas e sementes, pois foram detectados também flavonoides, terpenos e

fosfolipídios, além dos ácidos orgânicos, lipídios e açúcares (Figura 9 B). O extrato bruto de

sementes também apresentou flavonoides, mas foi menos representativo do que os extratos de

folhas e cascas em termos de classes químicas (Figura 9C, Tabela 6).

Figura 9. Cromatogramas obtidos em modo de ionização negativo de extratos brutos de cascas
de frutos (A), folhas (B) e sementes (C) de P. setacea cv. Pérola do Cerrado mostrando a

distribuição dos metabólitos majoritários.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10. Cromatogramas obtidos em modo de ionização negativo de extratos brutos de nós
cotiledonares de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados por 30 (NC30, A), 60

(NC60), B) e 90 (NC90) dias em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5
mM de sacarose, 2,5 µM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 10 (A, B, C) expõe os cromatogramas, também obtidos em modo negativo,

referente aos extratos de calos de nós cotiledonares de P. setacea originados, em diferentes

tempos de cultivo, ou seja, de 30 (NC30, A), 60 (NC60, B) e 90 dias (NC90, C). Os calos não

apresentaram ampla diversidade de classes de metabólitos, apenas ácidos orgânicos e açúcares

(Tabela 6).

Na Figura 10 (B, C) podem ser observados sinais muito próximos ao ruído

instrumental e este resultado está associado com a baixa concentração de metabólitos na

amostra, aspecto importante a ser considerado, que influencia a separação, ionização e,

consequentemente, a detecção. O ajuste do tempo de cultivo, assim como o aumento da
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quantidade de biomassa seca final na amostra utilizada para a extração hidroalcoólica são

estratégias que devem ser adotadas em trabalhos futuros, para otimizar a geração de dados de

melhor qualidade a partir da metodologia utilizada (SUMNER et al., 2007).

A Tabela 4 mostra os perfis químicos dos metabólitos identificados nos extratos de

folhas (Fo), cascas (Ca), sementes (Se) e de calos de nós cotiledonares de P. setacea de 30

dias (NC30), 60 dias (NC60) e 90 (NC90) dias de cultivo. Os metabólitos estão dispostos na

ordem de tempo de retenção (min), onde o erro de massa (ppm) é calculado com base na

proporção de isótopos conhecidos de cada molécula.

A partir dos dados da Tabela 4 foi elaborada a Tabela 5, a qual exibe a lista dos

metabólitos detectados, também em ordem crescente de tempo de retenção, e a ocorrência nos

tipos de materiais vegetais analisados. Para os calos foram sinalizados todos os metabólitos

detectados nos três períodos de cultivo. Foram detectados 15 compostos em folhas, 9 em

cascas, 7 em sementes e 7 em calos, considerando-se todos os tempos de cultivo. A hexose foi

a única molécula detectada em todos os materiais.

Metabólitos marcadores característicos de cada tipo de material vegetal analisado

foram detectados. Ácido galactônico ou glucônico, composto não identificado NI (1),

isosfhactosídeo, astragalosídeo II, cicloartano e derivado de fosfocolina foram detectados

apenas em folhas, citrato monoglicerídeo, ácido homoisocítrico/metilisocítrico somente em

cascas, enquanto que nas sementes foram detectados O-metil-epicatequina, sabian, compostos

são identificados NI (2) e NI (3); e em calos apenas o ácido aspártico (Tabela 6).

Na Tabela 6 são apresentadas as classes químicas dos metabólitos em cada uma das

amostras. Podemos afirmar que os metabólitos identificados nos quatro tipos de materiais

vegetais analisados pertencem às classes químicas majoritárias dos ácidos orgânicos, açúcares

e lipídios, presentes em todos os tipos de materiais vegetais. As folhas e sementes

apresentaram flavonoides e apenas nas folhas foram encontrados também terpenos e

glicolipídios.
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Tabela 4. Metabólitos identificados por CLUE-ESI-MS nos extratos hidroalcóolicos brutos de folhas (Fo), cascas de frutos (Ca), sementes (Se) e
calos de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado originados a partir de segmentos de nó cotiledonar após 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias

de cultivo em meio de cultura Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 µM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.

(continua)

Tempo de
retenção
(min)

m/z
Erro de
massa
(ppm)

Precursor Identidade do
metabólito MS/MS Fórmula

molecular Amostras MS DIAL
score Referência

Bases de
dados de
massas

0.44 132.0296 -0.85 [M-H]- Ácido aspártico - C4H7NO4
NC30, NC60,

NC90 100  - - 

0.44 135.0291 -1.84 [M-H]- Ácido treônico - C4H8O5 Fo, NC30 100  - - 
0.44 165.0396 -1.9 [M-H]- Ácido D-ribônico - C5H10O6 Fo, NC30, NC60 - Kang et al., 2019 - 

0.44 179.0553 -1.75 [M-H]- Hexose - C6H12O6 Ca, Fo, Se, NC30 100 Adomėnienė et al.,
2022 - 

0.44 265.0559 -0.4 [M-H]- Monoglicerídeo citrato
derivado - C9H14O9 Ca 95.2 Silva et al., 2023 - 

0.46 193.0347 -0.66 [2M-H]- Ácido glucurônico - C12H24O9
Ca, Se, NC30,

NC90 100 -  - 

0.46 195.0502 -1.42 [M-H]- Ácido galactônico ou
ácido glucônico - C6H12O7 Fo 100  - - 

0.48 290.0873 -0.25 [M-H]- N-frutosil
piroglutamato 128.03456 C11H17NO8 Fo, NC30, NC60 100

Adomėnienė et al.,
2022; El-Akad et al.,

2023
- 

0.494 191.0194 -1 [M-H]- Ácido cítrico - C6H8O7 Ca, Fo, Se 84.5  - - 
0.517 129.0193 4 [M-H]- Ácido citracônico - C5H6O4 Ca, Fo 100  - NP-MRD

0.555 205.0352 7.8 [M-H]- Ácido homoisocítrico /
Ácido metilisocitrico 111.0087 C7H10O7 Ca -  - KEGG

0.556 117.0186 -1.57 [M-H]- Ácido succínico - C4H6O4
Ca, Fo, NC30,
NC60, NC90 100 Liu et al., 2023 - 

0.594 173.0812 -0.83 [M-H]- Ácido subérico - C8H14O4 Ca, Fo 100 -  - 
0.594 189.0765 1.01 [M-H]- Ácido hidroxisubérico - C8H14O5 Ca, Fo 100 Iwanami, 1980 - 
0.787 593.1508 -  [M-H]- NI (1) - - Fo 100 -  - 
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(conclusão)

Tempo de
retenção
(min)

m/z
Erro de
massa
(ppm)

Precursor Identidade do
metabólito MS/MS Fórmula

molecular Amostras MS DIAL
score Referência

Bases de
dados de
massas

0.825 563.14 -0.23 [M-H]- Isoschaftosídeo 353.0719 C26H28O14 Fo 100 Pinto, 2018 - 
1.786 303.0872 -0.7 [M-H]- O-Metil-epicatequina - C16H16O6 Se 100 Vivas, 2020  -

4.75 633.1968 -0.57 [M-H]- Sabian 1267.39844
[2M-H] C34H34O12 Se 85.2 Deng et al.,

2005 - 

4.75 701.1837 -  [M-H]- NI (2) - - Se null  - - 
5.058 935.275 -  [M-H]- NI (3) 1003.25641 - Se null  - - 

7.298 825.4641 0.56 [M-H]- Astragalosídeo II - C43H70O15 Fo 100 Ma et al.,
2002 - 

8.146 663.4102 -0.9 [M-H]- Glicosídeo cicloartano - C37H60O10 Fo 99.6 Perera et al.,
2021  -

9.997 555.2838 3.73 [M-H]- Fosfocolina derivado - C27H44N2O8P Fo - Pedro et al.,
2021 - 

Fonte: Elaborado pelo autor.
*NI = Não identificado
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Tabela 5. Compostos detectados por CLUE-ESI-MS em extratos de folhas, cascas, sementes e
calos de nó cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado após cultivo em meio

Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de
Phytagel.

Metabólitos Folhas Cascas Sementes Calos

Ácido aspártico X

Ácido treônico X X

Ácido D-ribônico X X

Hexose X X X X

Citrato monoglicerídeo X

Ácido glucurônico X X X

Ácido galactônico ou ácido glucônico X

N-frutosil piroglutamato X X

Ácido cítrico X X X

Ácido citracônico X X

Ácido homoisocítrico/metilisocítrico X

Ácido succínico X X X

Ácido subérico X X

Ácido hidroxisubérico X X

NI (1) X

Isoschaftosídeo X

O-metil-epicatequina X

Sabian X

NI (2) X

NI (3) X

Astragalosídeo II X

Cicloartano glicosídeos X

Fosfocolina derivado X

TOTAL 15 9 7 7
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6. Classes químicas majoritárias detectadas por CLUE-ESI-MS
nos extratos brutos de cascas de frutos, folhas e sementes de P. setacea cv. BRS Pérola do

Cerrado.
Cascas Folhas Sementes Calos

Ácidos orgânicos
de cadeia curta

Ácidos orgânicos
de cadeia curta

Ácidos orgânicos
de cadeia curta

Ácidos orgânicos
de cadeia curta

Açúcares Açúcares Açúcares Açúcares
Lipídios Lipídios Lipídios -

- Flavonoides Flavonoides -
- Terpenos - -
- Fosfolipídios - -

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.3 Análise do perfil químico de extratos brutos de folhas de P. setacea cv. BRS Pérola

do Cerrado

Nos extratos de folhas foram detectados vários ácidos orgânicos (Figura 9B, Tabelas

4, 5 e 6) como os ácidos treônico e D-ribônico, específicos de folhas, além dos ácidos cítrico,

succínico, citracônico, subérico e hidroxisubérico, também detectados nas cascas. Além

desses compostos foi detectado um ácido orgânico com fórmula molecular C6H12O7 sugerindo

ser o ácido galactônico ou glucônico, pois não foi possível confirmar a estrutura devido à

isomeria (BAKAR et al., 2023; SENTHIL, 2015).

Acredita-se que o ácido ribônico possui atividades terapêuticas. Estudos conduzidos

por Thandivel et al. (2024) analisando extratos de frutos secos de Catunaregam spinosa

(Rubiaceae), tradicionalmente utilizada na medicina da Índia, indicaram os inibidores de

acetilcolinesterase (AChE) como uma opção de tratamento para a doença de Alzheimer,

aumentando a neurotransmissão colinérgica e amenizando o declínio cognitivo. Entre os

quatros constituintes fitoquímicos sugeridos, o ácido D-(+)-ribônico.gamma-lactona

demonstrou ótima afinidade contra a acetilcolinesterase, sendo assim indicado como

potencial inibidor da AChE para possível tratamento do Alzheimer.

Os ácidos galactônico e glucônico são precursores do ácido ascórbico nas plantas,

um dos compostos que contribui para a acidez das frutas e podem ser utilizados como agentes

acidificantes ou estabilizantes na indústria alimentícia. Podem ser biossintetizado, tanto

através da D-galactose, que origina em sequência o D-galacturonato (ácido galacturônico), o

ácido L-galactônico e depois o L-galactonolatona, ou através da oxidação da D-glucose em

ácido D-glucurônico, que é convertido em ácido L-gulônico e depois L-gulonolactona,
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precursor direto do ácido ascórbico. O ácido glucônico pode ser convertido em ácido gulônico

e depois em ácido ascórbico (LOEWUS, 1999).

O ácido L-ascórbico, uma das moléculas mais abundantes nas plantas, que são as

principais fontes de vitamina C para os seres humanos, ocorre em altas concentrações nos

cloroplastos e no citosol. Os frutos de maracujá são considerados a melhor fonte de vitamina

C, sendo que o suco fresco de maracujá amarelo contém 64,78 mg/100 g e as folhas do

maracujá amarelo apresentaram acima de 292,5 mg/100 g de vitamina C (ZERAIK et al.,

2010; ZHANG et al. 2023). Além de ser o precursor de vários ácidos orgânicos atua também

como antioxidante majoritário das plantas e como cofator de várias enzimas regulando o

crescimento e desenvolvimento das plantas, além de outros processos como tolerância ao

estresse e a transdução de sinal (YOSHIMURA; ISHIKAWA, 2017).

O ácido ascórbico atua removendo as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio e

estimulando a capacidade antioxidante das células através da transdução de sinais e da

reciclagem de outras moléculas antioxidantes, como a Vitamina E, pois possui ação como

cofator de várias enzimas que regulam a fotossíntese, respiração, o crescimento celular

(divisão e alongamento) e a biossíntese de hormônios importantes (ácido abscísico, ácido

salicílico e ácido indol acético). Além disso, participa na regulação das vias de transdução de

sinais das plantas funcionando como composto redox e regulando o crescimento e

desenvolvimento das plantas. (ORTIZ-ESPIN et al., 2017).

Nos extratos de folhas de P. setacea também foram identificados o flavonoide

isoschaftosídeo, um flavonoide-C-glicosil, com tempo de retenção 0,825 min e íon precursor

m/z 563,14; os terpenos do tipo cicloartano em tR 8,146 min e íon precursor de m/z 663,41e o

astragalosídeo II com tR 7,298 min e íon precursor de m/z 825,464, composto por uma

molécula de ácido glucurônico ligada ao triterpenóide astragalosídeo I e derivados da

fosfocolina. A fosfocolina é um precursor da fosfatidilcolina, um dos principais constituintes

das membranas celulares, formador de lipoproteínas de alta densidade, sendo comercializada

como um fármaco para absorção de gordura e problemas hepáticos (MERTINS, 2004). Ko et

al. (2016) descobriram que o tratamento profilático de neurônios com fosfatidilcolina pode

prevenir a senescência induzida pela proteína β-amiloide (Aβ), envolvida na doença de

Alzheimer, com efeito neuroprotetor dose-dependente

O flavonoide isoschaftosídeo é uma flavona-C-glicosídeo, metabólitos que são

incomuns de serem encontrados em plantas (HOOPER et al., 2010), mas em passiflora o

isoschaftosídeo já foi identificado em folhas de P. incarnata (ABOURASHED;

VANDERPLANK; KHAN, 2002) e em P. alata (CARVALHO, 2016; PINTO, 2018). Gadioli
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et al. (2017) relataram a detecção desses metabólitos em outras espécies de passifloras como

P. tenuifila, P. foetida, P. nítida, P. palmeri, P. coriacea, P. loefgrenii, P. edulis, P. alata, P.

ambigua e P. pithieri, em caule de P. cincinnata (LEAL et al. 2020) e em folhas de P.

mucronata e P. incarnata (TREMMEL; KIERMAIER; HEILMANN, 2021).

As flavonas-C-glicosídeo apresentam boas propriedades terapêuticas,

principalmente devido à sua alta estabilidade e reatividade, sendo sugerida como um

metabólito promissor no tratamento da hipertensão, como exemplificado em um trabalho que

isolou isoschaftosídeo em extratos de Syngonium podophyllum (GOMES et al., 2014). Além

disso, é relatado em diversos artigos científicos que possui propriedade anti-hiperglicêmica

(CHUA et al., 2020). Li et al. (2022), encontrou o isoschaftosídeo em extratos da pimenta

vermelha (Capsicum frutescens) após a fermentação, o qual teve interação com uma enzima

(DPP-IV) que degrada peptídeos de glucagon e peptídeos gástricos, estimulantes de insulina,

demonstrando então potencial para terapias de regulação glicêmica.

A ação anti-inflamatória do isoschaftosídeo foi demonstrada por Chen et al. (2024),

que analisando as frações solúveis aquosas de extratos de Artemisia argyi, identificaram

quatros metabólitos, entre eles o isoschaftosídeo, que foi capaz de inibir significativamente o

conteúdo de óxido nítrico e a super expressão de vários fatores inflamatórios induzidos por

lipopolissacarídeos em culturas de células de macrófagos de rato.

A maioria dos estudos sobre passifloras indica que 52,7% dos compostos fenólicos

(ácidos fenólicos, fenóis, flavonoides e derivados) são encontrados nas folhas, 12,2% nas

cascas, 8,5% nas sementes e 6,1% na polpa (GADIOLI et al., 2017). Os flavonoides são

encontrados principalmente nas folhas e atuam nos sistemas de defesa antioxidantes das

plantas contra estresse biótico, como ataque de patógenos e estresse abiótico, contra a

radiação ultravioleta. Os flavonoides têm efeitos antioxidantes, antibacteriano, antitumoral e

anticonvulsão notadamente comprovados (HOLANDA et al., 2020).

Zhang et al. (2023) afirma que os principais flavonoides encontrados em plantas de

passifloras são a apigenina, luteolina, vitexina (apigenina-8-C-glicosídeo), isovitexina

(apigenina-6-C-glicosídeo), crisoeriol e quercetina e os principais flavonoides que aparecem

especificamente nas folhas de passifloras são a orientina, isoorientina, apigenina e quercetina

(ARAUJO et al., 2017; SANTOS et al., 2021; SILVA, 2021). Zhang et al. (2023) também

relatam várias atividades biológicas e mecanismo de ação de metabólitos e de extratos de

diferentes espécies de passifloras, entre elas os efeitos anti-inflamatórios. Os derivados da

apigenina-C-glicosil e luteolina apresentaram redução em aproximadamente 70% na

inflamação através da expressão da citocina IL-8 (CARMO et al., 2020). Os
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flavonoides-C-glicosil de cascas de P. edulis reduziram a inflamação intestinal no modelo

dextrana sulfato de sódio de colite em ratos, através da redução da expressão pró-inflamatória

de citocinas TNF-alfa, IL-17, IL-1beta, IL-6, IL-12 e IL-17 a reduziram a expressão de

MCP-1 e ICAM-1 (CAZARIN et al., 2016).

Carvalho, Oliveira e Costa (2018) estudaram extratos de polpa de frutos de P. setacea

por HPLC e utilizando curvas de calibração de diferentes padrões de flavonoides

identificaram e quantificaram os flavonoides orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina e

hesperidina. Gomes et al. (2017) analisaram extratos hidroalcoólicos de 6g de folhas secas de

17 espécies de Passifloras por HPLC-DAD e em P. setacea quantificaram isovitexina em

maior concentração (8,46 mg/g extrato) seguida por vitexina (2,48 mg/g extrato) e orientina

(1,24 mg/g extrato seco).

A vitexina e isovitexina pertencem à classe das flavonas e, assim como o

isoschaftosídeo detectado no presente trabalho por CLUE-ESI-EM em folhas de P. setacea,

também são derivadas da apigenina 8/6-C-glucosídeo. Estudos demonstram que a vitexina e a

isovitexina apresentam propriedades químicas semelhantes e com atividade antioxidante,

antidiabetes (inibidores de alfa-glucosidase e alfa-amilase), anticâncer, anti-inflamatória,

anti-hiperalgésica e ação neuroprotetora contra doenças neurológicas e psiquiátricas (HE et

al., 2016).

Os terpenóides são constituintes característicos de plantas de passiflora e contribuem

para o sabor e aroma das folhas, flores e frutos e dessas partes mais de 20 triterpenóides já

foram isolados, inclusive das raízes (ZHANG et al., 2023). Os cicloartano glicosídeos são

triterpenos tetracíclicos, com quatro anéis, 30 átomos de carbono e com esqueleto semelhante

ao dos esteróis, encontrado nas famílias Leguminosae, Passifloraceae (Passiflora edulis) e

Ranunculaceae (Cimicifuga racemosa) pertence ao grupo dos triterpenos que apresentam

atividade anti-inflamatória, antinociceptiva, antimicrobiana, anticâncer (SILVA et al., 2020)

Seis terpenóides já foram isolados e identificados em P. edulis, a passiflorina e os

ciclopassiflosídeos II, III, VII, VIII, XI.

Similarmente, Xu et al. (2016) isolaram e identificaram pela primeira vez em

extratos de caules e folhas de P. edulis quatro novos cicloartanos triterpenóides, o 1-alfa,

3-beta-dihidroxi-16-ceto-24(31)-en-cicloartano, ciclopassiflosídeos XIV e XV e ácido

31-metoxilpassifloico. Esses autores demonstraram que os triterpenos do tipo cicloartano

desempenham um papel protetor significativo contra os danos de neurotoxicidade induzidos

pelo glutamato nas células PC12 e podem ser utilizados no tratamento de doenças

neurodegenerativas (XU et al., 2016). Além disso, os terpenos estão envolvidos na defesa das
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plantas contra micro-organismos, apresentando atividade antibacteriana (RIZWANA et al.,

2019).

Nos extratos de folhas de P. setacea analisados no presente trabalho foram

encontrados astragalosídeo II, com tR de 7,298 min e de íon precursor 825,464 (Tabela 4).

Esse metabólito pertence ao grupo dos astroglicosídeos, que possuem quatro subtipos

principais, AS-I, II, III e IV, comumente extraídos de plantas de Astragalus membranaceus. O

astroglicosídeo IV é um dos mais estudados pelas propriedades anti-inflamatórias,

antioxidantes, antibacterianas e antivirais, sendo muito utilizado em vários modelos de

enfermidades do sistema nervoso central, principalmente Alzheimer e Parkinson (FREIRE et

al. 2022). Em estudos prévios realizados com plantas de P. setacea também foram

identificados terpenos aos quais foram atribuídos o sabor dos frutos com notas florais

(PAULA et al, 2015).

3.2.4 Análise do perfil químico do extrato bruto de cascas de fruto de P. setacea cv. BRS

Pérola do Cerrado

No extrato de cascas de fruto foram detectados hexose, ácidos orgânicos de cadeia

curta, como o ácido cítrico (detectado em folhas e sementes), ácido citracônico, subérico,

hidroxisubérico e succínico (detectados em folhas) e o ácido homoisocítrico/metilisocítrico,

encontrado apenas em cascas, e o citrato monoglicerídeo, também encontrado apenas no

extrato de cascas (Figura 9A, Tabelas 4, 5 e 6).

Citrato monoglicerídeo, de tR 0,517 e precursor de m/z 129,0193, é um ácido graxo

de cadeia média, importante na emulsificação com propriedades de qualidade alimentar, além

de aditivos (YOUNES et al., 2020). Ácidos graxos são normalmente associados a funções

estruturais nas células vegetais e na transdução de sinais (SANTOS; LIMA; CASTRO, 2021).

Nos extratos de cascas foram detectados os ácidos orgânicos cítrico e succínico,

diretamente envolvidos no ciclo do ácido cítrico, também conhecido como ciclo dos ácidos

tricarboxílicos, o Ciclo de Krebs. O ciclo de Krebs é responsável pela produção de NADH e

FADH2, além de gerar diversos precursores para biossíntese de outros compostos importantes

para o metabolismo vegetal (TAIZ et al., 2017). O ácido succínico é um metabólito

intermediário do Ciclo de Krebs, formado a partir do ácido alfa-cetoglutárico e succinil-CoA

e precursor da biossíntese de FADH2 e dos ácidos málico e oxaloacético, precursor da

biossíntese do ácido aspártico, asparagina, alcaloides, ácidos nucleicos, e outros tipos de
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aminoácidos e proteínas importantes para o metabolismo da célula vegetal (TAIZ et al.,

2017).

Entre os diferentes ácidos orgânicos como malato, citrato e ácido citracônico, o malato

é o que predomina na maioria das plantas (YAN et al., 2022). Esses autores constataram que

as sementes de Torreya grandis (Taxaceae) nos estágios finais de desenvolvimento

acumularam dez tipos de ácidos orgânicos, entre eles o ácido citracônico, em relação aos

estágios iniciais. Além de influenciarem as características organolépticas dos frutos como

aroma e sabor, apresentam atividades antimicrobiana e antioxidantes, protegendo contra

várias doenças.

Em frutos de P. foetida os ácidos orgânicos cítrico e oxálico predominam,

representando 79,17% do conteúdo total de ácidos e em frutos de maracujá amarelo e

vermelho os principais ácidos orgânicos encontrados, seguindo a tendência de predomínio

decrescente foram ácido cítrico, ácido L-málico, ácido láctico, ácido succínico, ácido

L-ascórbico, ácido tartárico e ácido fumárico, sendo que o alto teor de ácido cítrico em frutos

de maracujá faz com que seja usado como um aditivo em alimentos processados e em

produtos químicos (ZHANG et al., 2023).

O ácido homoisocítrico, encontrado com tR 0,555 e precursor de m/z 205,0352,

participa da via metabólica que produz a lisina, via do α-aminoadipato, a qual em eucariotos é

exclusiva de fungos quitinados e dos protistas euglinados. Isso indica que pode ter ocorrido

contaminação durante os processos da metodologia (SCHMITZ et al., 1996).

O ácido D-glucurônico, também encontrado nas cascas de frutos de P. setacea com tR

0,46 e precursor de m/z 193,0347, desempenha nas plantas função importante na formação da

parede celular e é percursor do ácido L-ascórbico, antioxidante majoritário das plantas

(LOEWUS, 1999). Também é um produto da degradação enzimática de açúcar e, assim como

o ácido homoisocítrico, sua detecção pode indicar contaminação na amostra, pois sua

produção pode estar associada à presença de micro-organismos (QIAN et al., 2022).

O ácido D-glucurônico é precursor do ácido UDP-glucurônico, o qual é o precursor

comum direto da xilose, arabinose, ácido galacturônico, apiose e resíduos do ácido

galacturônico da parede celular (REBOUL et al., 2011). As moléculas do ácido galacturônico

formam a pectina, abundante na casca do maracujá amarelo, que é utilizada como espessante

e geleificante na indústria de alimentos (CANTERI et al., 2012). O ácido UDP-glucurônico é

o precursor comum direto da xilose, arabinose, ácido galacturônico, apiose e resíduos do

ácido galacturônico da parede celular (REBOUL et al., 2011). As moléculas do ácido
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galacturônico formam a pectina, abundante na casca do maracujá amarelo, que é utilizada

como espessante e geleificante na indústria de alimentos (ZHANG et al., 2023).

A partir da UDP-xilose, metabólito originado de uma série oxidativa do

UDP-glucurônico, são sintetizadas as xilanas, um dos principais polissacarídeos que perfazem

de 20-30% da composição total da parede celular e que compõem a hemicelulose. A

hemicelulose, celulose e lignina formam a parede celular, que atua como uma importante

barreira física e que protege a célula de vários estresses ambientais, incluindo o estresse salino

(VANHOLME et al., 2012). A hemicelulose e a celulose compõem as fibras da casca do

maracujá. As cascas do maracujá amarelo são importantes fontes de fibras e são aproveitadas

pela indústria para o enriquecimento de vários tipos de alimentos processados (ZHANG et al.,

2023).

Também foram detectados nas cascas os ácidos graxos de cadeia média

hidroxisubérico e subérico, além de um monoglicerídeo citrato com tempo de retenção de

0,44 min e íon precursor m/z 265,056, encontrado apenas neste extrato (Tabelas 4,5). O ácido

subérico é um ácido dicarboxílico detectado com tR 0,594 e precursor de m/z 173,0812. A

principal função do ácido subérico é na biossíntese da suberina, um biopoliéster lipofílico

presente nas paredes celulares, importante molécula envolvida na impermeabilização dos

tecidos externos dos órgãos vegetais, como cascas de troncos de plantas lenhosas, folhas e

cascas de frutas, com a função de proteger contra a perda de água e de íons, ataques de

patógenos e contra estresses abióticos, como salinidade do solo e seca prolongada (WEI et al.,

2024).

Kang et al. (2022) descobriram que o ácido subérico, classe de moléculas abundantes

em várias plantas como Vernonia galamensis e Hibiscusu syriacus, pode interagir com

receptores olfativos em células de mamíferos e vários desses receptores olfativos já foram

observados em fibroblastos da derme de seres humanos. Kang et al. (2022) incubaram

linhagens celulares de fibroblastos dérmicos humanos Hs68 em cultura com 12.5-400 µM de

ácido subérico dissolvido em DMSO por 24h e observaram que esse tratamento levou à

ativação dos receptores OR10A3 presentes nos fibroblastos, aumentando a produção de

colágeno nas células expostas ao UVB e diminuindo o decréscimo de colágeno pelo UVB. A

ativação dos receptores OR10A3 pelo ácido subérico estimulou a síntese de colágeno pelos

fibroblastos.

Os metabólitos identificados nas cascas de frutos de P. setacea, em geral

desempenham funções na respiração celular, funções estruturais, como moléculas que



55

participam da composição da parede celular, e na defesa protegendo contra os estresses

bióticos e abióticos (HE et al, 2016).

3.2.5 Análise do perfil químico do extrato bruto de sementes de P. setacea cv. BRS Pérola

do Cerrado

No extrato de sementes, além dos ácidos orgânicos glucurônico (detectado em casca)

e cítrico (detectado em folhas e cascas), foram identificados os flavonoides

O-metil-epicatequina e sabian, sendo metabólitos específicos desse extrato (Figura 9C,

Tabelas 4, 5 e 6). Além desses metabólitos, outros dois picos intensos, encontrados apenas

nos extratos de sementes, foram detectados com tR 4,75 e 5,058 min e íon precursor m/z

701,184 e 935,275 respectivamente, se mostraram intensos no cromatograma (Figura 9C), não

sendo possível definir as classes químicas desses metabólitos. O extrato de sementes foi o

menos diverso em classes químicas quando comparado com os extratos de casca e folhas.

O ácido cítrico desempenha funções no Ciclo de Krebs, na produção de moléculas de

NADH utilizadas na produção de ATP, na fosforilação oxidativa. Além disso pode atuar na

planta como um agente quelante, afetando a toxicidade por metais através de vários

mecanismos, como absorção, complexação, precipitação e acidificação, podendo funcionar

contra o estresse oxidativo induzido por metais nas plantas hiperacumuladoras de metais,

como a Solanum nigram e Brassica jucea (GAO et al. 2010).

Khatun et al. (2019) demonstraram que a aplicação de 100 µM de ácido cítrico às

plantas de Oryza sativa sob estresse induzido pela toxicidade ao cromo aumentou a atividade

das enzimas antioxidantes, glutationa e prolina, indicando que o ácido cítrico pode ter

exercido a função de agente quelante de cromo, regulando o mecanismo de defesa

antioxidante através da modulação das enzimas e metabólitos que protegem a planta dos

danos causados pelo estresse oxidativo induzido por cromo. Os autores demonstraram que o

ácido cítrico recuperou os parâmetros de crescimento, conteúdo de proteínas totais e a

estabilidade das membranas, confirmando o papel do ácido cítrico na detoxificação das

plantas.

O acúmulo de metais pesados pelas plantas pode causar efeitos tóxicos e inibir o

crescimento e o desenvolvimento vegetal, sendo que as plantas apresentam vários

mecanismos de detoxificação que fazem com que tolerem o estresse por metais pesados. Entre

os mecanismos intracelulares que possibilitam a tolerância aos metais no nível celular estão os

ácidos orgânicos, além dos aminoácidos, fitoquelatina e as metalotioninas, que desempenham
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função vital na tolerância a diferentes tipos de metais pesados (KUMAR et al., 2016). Vários

ácidos orgânicos de baixo peso molecular como málico, malônico, oxálico, acético, succínico,

açúcares, aminoácidos e fenólicos funcionam como fitoquelantes/fitosideróforos liberados

pelas plantas acumuladoras naturais de metais, os quais agem na rizosfera da planta

aumentando a biodisponibilidade de metais e ajudando no transporte dos mesmos para o

interior das plantas (SHEORAN; SHEORAN; POONIA, 2009).

Nas plantas os flavonoides são a maior classe de fenólicos e desempenham funções

importantes como os pigmentos carotenoides (compostos terpênicos) e as antocianinas,

responsáveis pela cor das flores e frutos, com a função de atrair os polinizadores que atuam na

dispersão das sementes (TAIZ et al., 2017). Esses autores relatam que as flavonas e flavonóis

existem nos caules, raízes, folhas e flores, absorvem luz em comprimentos de onda entre 280

e 320 nm (UV-B), protegendo as células das mutações de DNA e do estresse oxidativo gerado

pela radiação UV-B, além de mediar a interação das plantas com as rizobactérias fixadoras de

nitrogênio, quando liberados pelas raízes. A exposição das plantas aos estresses abióticos e

bióticos pode resultar na maior síntese de flavonas e flavonoides pelas plantas e pode ser

utilizada como estratégia para aumentar a produção desses compostos.

O flavonóide sabian, detectado apenas nas amostras de sementes, já foi identificado e

isolado de caules e folhas de Sabian yunnanensis (Euphorbiaceae), planta originária da China

e Vietnã, muito utilizada na medicina tradicional chinesa, com propriedades medicinais. Além

disso, foi relatado a presença de compostos fenólicos, flavonoides e outros compostos

fitoquímicos com efeitos antioxidantes e anti-inflamatórios em S. yunnanensis (DENG et al.,

2005). A estrutura do sabian foi determinada após análise de ressonância magnética nuclear

(RMN) isolada de extratos hidrometanólicos de partes aéreas de S. yunnanensis

(SABIACEAE), pertence à classe dos flavonóis e faz parte de um pequeno grupo de flavonóis

com grupos C-linked não usuais, sendo um derivado do flavonol (8-C-derivado flavonol) com

uma estrutura química com base de carbono não descrita anteriormente (VEITCH; GRAYER,

2008). Esse flavonol foi detectado pela primeira vez no presente trabalho, em extratos de

sementes de P. setacea, não sendo relatado na literatura em estudos anteriormente realizados

com extratos dessa espécie e de outras espécies de passifloras.

Os taninos são polímeros fenólicos (polifenóis) produzidos por frutos imaturos e

atuam contra a herbivoria por vários tipos de animais, inibindo a ingestão dos frutos imaturos

e garantindo o completo desenvolvimento dos frutos e das sementes, que serão dispersas

quando os frutos estiverem completamente maduros (TAIZ et al., 2017). De acordo com esses

autores, os taninos atuam também como defesa contra microrganismos e são acumulados no
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cerne das árvores, para evitar a decomposição por fungos e bactérias. Nas sementes de P.

setacea pode desempenhar o papel de defesa, em conjunto com os demais flavonoides,

durante a germinação das sementes no solo e garantir a sobrevivência das plântulas.

O flavonoide O-metil-epicatequina pertence ao grupo das proantocianidinas (PA’s)

que são as flavanas-3-ols (polifenóis), sendo a mais conhecida da classe. As PAs conferem as

propriedades sensoriais de frutos frescos e polpas e são responsáveis pelo sabor e mudanças

na coloração do fruto e do suco da fruta. O teor de proantocianidinas em polpa de frutos de P.

setacea foi descrito como maior que em maçãs vermelhas e outras espécies de passifloras

estudadas (GADIOLI, 2017). Bendini et al. (2005) detectaram epicatequinas por

HPLC-DAD-MS em extratos metanólicos de folhas, caules e cascas de P. palmeri, P. nítida, P.

tenuifila, P. coriacea e P. foetida. Também foram identificadas por Morais et al. (2015), por

UPLC-ESI-MS), epicatequinas em extrato etanólico de casca de frutos de P. edulis

As catequinas e epicatequinas presentes principalmente nas sementes de uvas em

grandes quantidades, conferem a adstringência e sabor de vinhos e sucos de uva (ABE et al.

2007). A (-)-epicatequina é um dos polifenóis mais abundantes na dieta humana e pode

melhorar a sensibilidade à insulina e regular o nível de glicose, além de diminuir o estresse

oxidativo, protegendo danos ao fígado e aumentando a insulina no soro sanguíneo, sendo um

suplemento nutricional com potencial promotor na prevenção e no tratamento da diabetes

mellitus tipo 2 (ZENG et al. 2024). Esses autores relatam que as flavanas-3-ol modulam a

microbiota intestinal, pois quando ingeridas, apesar de boa parte das moléculas serem

degradadas no cólon pela microbiota, uma pequena parte é absorvida no intestino delgado e

atua inibindo a proliferação de bactérias produtoras de lipopolissacarídeos, reduzindo o nível

sanguíneo desses compostos.

Os taninos são polímeros fenólicos produzidos por frutos imaturos e atuam contra a

herbivoria por vários tipos de animais, inibindo a ingestão dos frutos imaturos e garantindo o

completo desenvolvimento dos frutos e das sementes, que serão dispersas quando o fruto

estiver completamente maduro (TAIZ et al., 2017). De acordo com esses autores os taninos

atuam também como defesa contra microrganismos e são acumulados no cerne das árvores,

para evitar a decomposição por fungos e bactérias. Nas sementes de P. setacea poderia

desempenhar o papel de defesa, em conjunto com os demais flavonoides, durante a

germinação das sementes no solo e garantir a sobrevivência das plântulas.

A hexose detectada no tR 0,44 min e m/z 179,055 (Tabela 4) foi encontrada nos três

extratos de partes da planta (Ca, Fo, Se), mas não nos extratos dos calos cultivados in vitro de

NC, com exceção de NC30. De acordo com a literatura, açúcares hexose presentes nas
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plantas, dentre suas funções, servem também para sintetizar o ácido ascórbico, um cofator

enzimático com múltiplas funções no metabolismo e nas respostas das plantas a estresses

abióticos e patógenos (ISHIKAWA; DOWDLE; SMIRNOFF, 2006).

As hexoses na forma de hexoses-6-fosfato são moléculas de açúcares precursoras de

todas as reações da via glicolítica, iniciando pela biotransformação em piruvato e depois em

acetil-CoA. Essa molécula é fundamental para iniciar o Ciclo de Krebs, reagindo com o ácido

oxaloacético e produzindo o ácido cítrico. O Ciclo de Krebs leva à síntese do NADH,

principal doador de prótons e elétrons, que são transportados até o oxigênio, através da cadeia

de transporte de elétrons da fosforilação oxidativa, processo que gera a energia para a síntese

do ATP.

Durante o processo do Ciclo de Krebs, diversos compostos intermediários são

formados, os quais desempenham importante papel como precursores da biossíntese de vários

metabólitos secundários como os polissacarídeos da parede celular, fosfolipídios,

aminoácidos, compostos fenólicos (tirosina, fenilalanina, antocianinas, ligninas, triptofano,

auxinas), ácidos graxos, isoprenóides (carotenoides, cadeia de fitol da clorofila, esteróis,

giberelinas, terpenos), vários compostos aromáticos (flavonoides), pigmentos fotorreceptores

como clorofila, citocromos e fitocromos (a partir do alfa-oxoglutarato) e de aminoácidos,

ácidos nucleicos e alcalóides (a partir do ácido oxaloacetato).

.

3.2.6 Análise do perfil químico dos extratos brutos dos calos de nós cotiledonares de P.

setacea cv. BRS Pérola do Cerrado em vários tempos de cultivo

A Figura 10 (A, B, C) mostra os cromatogramas obtidos em modo negativo de

ionização para os extratos de calos de nós cotiledonares de P. setacea originados, em

diferentes tempos de cultivo de 30 (NC30, A), 60 (NC60, B) e 90 dias (NC90, C). A análise

indica que os calos não apresentaram alta diversidade de classes de metabólitos como as

folhas, cascas e sementes. Como já mencionado anteriormente, foram observados sinais

próximos ao ruído instrumental e isso está relacionado com o baixo teor de metabólitos na

amostra, influenciando principalmente na detecção de metabólitos.

As estratégias para otimizar a metodologia utilizada são o ajuste do tempo de cultivo e

o aumento da quantidade de biomassa seca final na amostra utilizada para a extração

hidroalcoólica (SUMNER et al., 2007). Outro aspecto a ser explorado é testar outros tipos de

solventes que podem otimizar a extração dos metabólitos como demonstrado por Shakour et

al. (2023) nos estudos realizados na determinação dos perfis metabolômicos de folhas de
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Moringa oleífera, em que testaram a eficácia das polaridades de diferentes solventes como

etanol-água (7:3), metanol, etil acetato, clorofórmio e butanol para extrair certos grupos de

compostos e melhorar a sua detecção cromatográfica.

A Tabela 4 mostra os perfis fitoquímicos estabelecidos para os extratos de folhas

(Fo), cascas (Ca), sementes (Se) e de nós cotiledonares de P. setacea de 30 dias (NC30), 60

dias (NC60) e 90 (NC90) dias de cultivo. Os calos de nós cotiledonares de P. setacea

apresentaram compostos característicos dos extratos de calos e que não foram encontrados em

extratos de folhas, cascas e sementes, como o ácido aspártico, além de compostos também

presentes em folhas (ácido treônico, ácido ribônico, aminoácido N-frutosil piroglutamato), em

casca (ácidos glucurônico e succínico) e em sementes (ácido glucurônico) (Tabela 5).

A Tabela 7 abaixo, elaborada a partir dos dados da Tabela 5 mostra a lista dos

metabólitos detectados em ordem crescente do tempo de retenção, produzidos pelos calos de

nós cotiledonares de P. setacea, após os tempos de cultivo de 30 (NC30), 60(NC60) e 90

(NC90) após os diferentes períodos de cultivo.

Tabela 7. Compostos detectados por CLUE-ESI-MS em extratos de calos de nó cotiledonar de
P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado após 30 (NC30), 60(NC60) e 90 (NC90) dias cultivo
em meio Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e

0,2% de Phytagel.
Metabólitos NC30 NC60 NC90

Ácido aspártico X X X

Ácido treônico X

Ácido D-ribônico X X

Hexose X

Ácido glucurônico X X

N-frutosil piroglutamato X X

Ácido succínico X X X

TOTAL 7 4 3
Fonte: Elaborado pelo autor.

Verifica-se que os tempos de cultivo influenciaram os perfis químicos de metabólitos

produzidos pelos calos, sendo que foram identificados 7 compostos com 30 dias de cultivo,

decrescendo para 4 e 3 metabólitos nos períodos de cultivo seguintes.

O maior número de metabólitos nos calos com 30 dias de cultivo coincidiu com o

maior período de crescimento e maior acúmulo de massa fresca e com o aumento da razão
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massa seca/massa fresca. O declínio em número de metabólitos nos períodos de 60 e 90 dias

de cultivo coincidiu com a influência do processo de entrada dos calos em senescência, em

que se observou a coincidente redução da razão massa seca/massa fresca e na diminuição das

massas fresca e seca dos calos aos 90 dias de cultivo (Tabela 3, Figuras 6).

O ácido treônico e a hexose apareceram apenas no tempo de 30 dias de cultivo. O

ácido ribônico e o aminoácido N-frutosil piroglutamato foram detectados com 30 e 60 dias de

cultivo e não foram detectados em calos com 90 dias. Esses resultados indicam a relevância

de estudos para otimização do tempo de cultivo ideal dos calos, tanto para a extração da maior

diversidade possível de compostos como para focar num período de cultivo específico, em

que é produzido o composto de interesse para o isolamento químico.

Os calos de nós cotiledonares com 30 dias de cultivo estavam em fase de

crescimento rápido, com metabolismo intenso e divisão celular, como pode ser constatado

pelo incremento nas biomassas fresca e seca (Figura 7). Em média foram inoculadas 300 mg

de massa fresca/tubo (média de 16 mg de massa seca/tubo) no início do cultivo, mas ao redor

de 30 dias de cultivo a média de massa fresca foi de 1812,4 g/calo e massa seca de 99,7

g/calo, aumento aproximado de 6 vezes nas massas fresca e seca no período de 30 dias.

O metabolismo intenso das células na fase de crescimento rápido dos calos demanda

aportes de hexoses consideráveis para manter a via glicolítica e as principais vias produtoras

de moléculas redutoras como NADH e FADH2 (Ciclo de Krebs) e NADPH (glicólise e via das

pentoses fosfato), doadores de prótons e elétrons na fosforilação oxidativa, para a formação de

ATP que mantém o metabolismo energético das células (TAIZ et al., 2017). Além disso essas

vias metabólicas geram precursores para a síntese das várias moléculas importantes para a

construção das estruturas celulares como paredes e membranas, pigmentos como clorofila e

que atuam na ecologia e nos mecanismos de defesa das plantas contra vários tipos de estresse

provocado por fatores bióticos e abióticos.

A presença de moléculas como hexoses, ácido succínico e ácido aspártico são

comprovações de que as vias metabólicas mencionadas acima estão em pleno funcionamento

nos calos, processo fundamental para a produção de várias classes de metabólitos secundários

de interesse, como compostos fenólicos, terpenóides e alcalóides. O ácido succínico, presente

em todos os tempos de cultivo, é importante intermediário para a manutenção do Ciclo de

Krebs que é convertido em ácido málico, precursor do ácido oxaloacético (SAAVEDRA et

al., 2022). O ácido aspártico é um aminoácido formado a partir do ácido oxaloacético, no

Ciclo de Krebs, importantíssimo para a síntese de outros aminoácidos, asparagina, proteínas,
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pirimidinas, que vão formar os ácidos nucleicos e dos alcalóides, muitos deles com várias

atividades biológicas comprovadas.

O ácido D-glucurônico, também encontrado nas cascas de frutos, é importante na

formação da parede celular e é precursor do ácido L-ascórbico, antioxidante majoritário das

plantas (LOEWUS, 1999). Além disso desempenha várias funções no metabolismo celular e

nas respostas das plantas aos estresses abióticos e patógenos ((ISHIKAWA; DOWDLE;

SMIRNOFF, 2006). O ácido ascórbico pode ser convertido no ácido L-treônico (TAVARES et

al., 2010).

Além dos ácidos ribônico e treônico já citados no perfil fitoquímico das folhas, o

N-frutosil piroglutamato foi detectado em NC30, amino ácido com tR 0,48 min e íon precursor

de m/z 290,0873. Os ácidos ribônico e treônico atuam nos mecanismos antioxidantes de

proteção das plantas em espécies de Astragalus expostas ao UV-B (LIU et al., 2020).

Thandivel et al. (2024) analisando extratos de frutos secos Catunaregam spinosa (Rubiaceae),

demonstraram o potencial de inibição da acetilcolinesterase do ácido

D-(+)-ribônico-gamma-lactona, que é indicado como potencial opção de tratamento da doença

de Alzheimer, aumentando a neurotransmissão colinérgica e amenizando o declínio cognitivo.

No extrato de calos com 60 dias de cultivo foram encontrados os ácidos orgânicos

D-ribônico e succínico, além do ácido aspártico e do N-frutosil piroglutamato, presente

também em NC30. Os aminoácidos são muito importantes para o desenvolvimento das

plantas e atuam em processos de sinalização e na defesa contra o estresse, na biossíntese de

proteínas, como precursores de muitos metabólitos primários e secundários e importantes para

a nutrição humana (HILDEBRANDT et al., 2015; TROVATO et al., 2021). Nos extratos de

calos com 90 dias de cultivo foram encontrados apenas os ácidos glucurônico, succínico e

aspártico.

Esses resultados indicam o importante potencial dos calos de nós cotiledonares de P.

setacea como fontes de ácidos orgânicos como o glucurônico, ribônico e treônico, com

importantes atividades biológicas e de outros tipos de ácidos orgânicos imprescindíveis para o

funcionamento do Ciclo de Krebs, essencial para a produção de várias classes de metabólitos

secundários de interesse comercial.
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3.3.7 Análise estatística multivariada não supervisionada da análise de componentes

principais (PCA) considerando todos os tipos de materiais vegetais de P. setacea cv. BRS

Pérola do Cerrado

Para analisar e visualizar os conjuntos de dados obtidos pela análise CLUE-ESI-EM

dos extratos de folhas, cascas, sementes e calos de P. setacea foi realizada uma análise

estatística multivariada não supervisionada por componentes principais (PCA - Principal

Component Analysis). A análise de componentes principais é utilizada para extrair as

informações importantes de uma tabela de dados multivariados e expressar essas informações

como um conjunto de dados de poucas variáveis, que são os componentes principais que

correspondem a uma combinação linear das originais (GALLO, 2022).

A análise estatística por PCA considera as correlações entre os dados de intensidade de

picos por metabólito de cada amostra e gera o agrupamento das amostras de acordo com

componentes que explicam a variância dentro dos conjuntos de dados e justifiquem a

classificação dos grupos (GALLO, 2022).

Os dados de intensidade de pico dos calos de nó cotiledonar em diferentes tempos de

cultivo foram correlacionados com os dados de cascas, folhas e sementes. Os resultados da

análise de classificação das amostras segundo este método não supervisionado indicaram a

classificação de 76.9% dos dados em dois componentes principais (PCs). A Figura 11A

mostra o gráfico de pontuação (Score) das 2 componentes principais nos eixos X e Y e as

amostras. O eixo X representa o componente principal 1 (PC1), que explica 47,7% da

variância dos dados de forma cumulativa e o eixo Y representa o componente principal 2

(PC2), que explica 29,2% da variância dos dados. Juntos os componentes justificam 76,9% da

variância total do arranjo amostral.

Amostras de calos de nós cotiledonares nos três diferentes tempos de crescimento

(NC30, NC60 e NC90) foram segregadas e se mantiveram agrupadas positivamente pela PC1,

enquanto as amostras de partes da planta, representadas pelas folhas (Fo), cascas (Ca) e

sementes (Se) mostraram menores similaridade e agrupamento com os calos (Figura 11A). As

cascas (Ca) e sementes (Se) foram positivamente descritas pelas variáveis PC1 e PC2, sendo o

extrato de sementes (Se) a amostra que apresentou maior correlação com a PC1. O perfil

químico de folhas (Fo) foi positivamente correlacionado com a PC2 (Figura 11A).

O gráfico de cargas (Loadings) indica a direção da variância para a qual a amostra é

projetada, e mostra cada metabólito de acordo com a sua contribuição com a variância. O

gráfico de carga (Loading) da Figura 11B representa o quanto cada metabólito explica a
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variação dos dados e mostra a relação entre os diferentes metabólitos. Variáveis com a mesma

distância de 0 e a mesma direção são positivamente correlacionadas e em direção oposta são

negativamente correlacionadas (GALLO, 2022). O gráfico de carga (Figura 11B) mostra os

metabólitos identificados implicados na separação das amostras da Figura 11A.

Figura 11. Gráficos de scores (variância) (A) e loadings (resíduos de variância) (B) obtidos a
partir da Análise de Componentes Principais (PCA) para o conjunto de dados de folhas (Fo),
cascas (Ca), sementes (Se) e calos de nó cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado
cultivados in vitro por 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC) dias em meio Murashige & Skoog

suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Boa parte dos componentes encontrado nas folhas atingiram Loadings 1 negativo e

alguns em Loadings 2 positivo, como os metabólitos terpenos cicloartano glicosídeos e

astragalosídeo II, o flavonóide isoschaftosídeo, o derivado da fosfocolina, os ácidos orgânicos

ribônico e treônico, variando entre -0,1 e -0,3. Nas sementes os flavonoides

O-metil-epicatequina, sabian e os compostos não identificados NI (2) e NI (3), atingiram

valores de Loadings 1 menor que 0,1. Já os ácidos orgânicos e outros compostos detectados

nas cascas de frutos ficaram com Loadings 2 positivo e Loadings 1 próximo de 0, enquanto

para os calos, nos diferentes tempos de cultivo, os valores de Loadings 1 variando de -0,1 a

0,1 e Loadings 2 negativos.

3.3.8 Identificação de grupos de amostras através do algoritmo “K-means”

Uma forma de identificar grupos de amostras que apresentam uma medida ou

característica principal em comum é através do algoritmo “K-means”. O método matemático

tem como princípio o agrupamento de amostras a serem classificadas como similares, onde

todas as intensidades de cada metabólito dentro do conjunto de amostras são utilizadas para

calcular um valor referência.

A distância do valor de referência em relação aos valores encontrados em uma só

amostra é utilizada para a construção dos clusters, ou agrupamentos. Amostras que possuem

menor distância entre o valor referência e a natureza de metabólitos serão agrupadas dentro de

um intervalo de confiança (IKOTUN et al., 2023).

A Figura 12 apresenta o gráfico K-means, obtido pela análise de PCA das amostras

de calos de nó cotiledonar 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias de cultivo analisadas em

conjunto com as amostras de partes da planta folhas (Fo), cascas (Ca) e sementes (Se). A

segregação do agrupamento se manteve para as amostras de calos nos diferentes tempos de

cultivo (NC30, NC60 e NC90) e amostra de cascas (Ca), confirmando o resultado obtido para

o conjunto de amostras descrito anteriormente.

A elipsoide colorida mostra que houve separação entre os grupos, indicando cascas e

calos, em todos os tempos de cultivo em um grupo separado das folhas à esquerda e sementes

à direita (GALLO, 2022).
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Figura 12. Agrupamento de dados normalizados em Análise de Componentes Principais
(PCA) por algoritmo K-means para o conjunto de dados de folhas (Fo), cascas (Ca), sementes
(Se) e calos de nó cotiledonar de P. setacea cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados in vitro por
30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC) dias em meio Murashige & Skoog suplementado com 88,5

mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.9 Análise estatística multivariada supervisionada pelo método PLS-DA

A análise discriminante por quadrados mínimos parciais (PLS-DA – Partial Least

Squares Discriminant Analysis) é um método quimiométrico de classificação supervisionada

de reconhecimento de padrões amplamente utilizado em química analítica (SANTANA et al.

2020). Nos métodos supervisionados as amostras com características conhecidas são

utilizadas para construir modelos de classificação e esse modelo é utilizado para prever a

classe de amostras desconhecidas.
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A partir da análise PLS-DA das amostras de folhas, cascas, sementes e calos com

perfis metabólitos conhecidos foi construído um modelo de classificação que permite prever o

potencial de folhas, cascas, sementes e dos calos de nó cotiledonar em diferentes tempos de

cultivo na produção dos vários tipos de metabólitos considerados relevantes pela análise que

avaliou a importância da variável na projeção (IVP, Figura 13). Através do método PLS-DA

foi possível, portanto, identificar metabólitos significativos, detectados através da correlação

entre os materiais da planta, cascas de frutos, sementes e folhas com os calos de nó

cotiledonares cultivados por 30, 60 e 90 dias (COCCHI; BIANCOLILLO; MARINI, 2018).

A Figura 13 mostra os metabólitos que foram significativos pela aplicação do modelo

estatístico VIP (variable importance in projection ou variável de importância para a projeção)

a partir da análise PLS-DA. O gráfico mostra no eixo Y os metabólitos e no eixo X representa

os valores VIP dos metabólitos, que variou de 0,8 e 1,6, sendo considerados de maior

importância os metabólitos com valor VIP > 1,0.

A escala de cores ao lado do gráfico da Figura 13 indica, para cada metabólito a

concentração, a intensidade em cada material vegetal estudado, as cores da escala variam do

azul escuro (baixa concentração) ao vermelho escuro (alta concentração). Os quadrados

coloridos à direita do gráfico representam as concentrações relativas dos metabólitos nos

diferentes materiais vegetais analisados em ordem decrescente de concentração estão as cores:

vermelha > laranja > amarelo > azul claro > azul médio > azul escuro.
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Figura 13. Importância da Variável na Projeção (VIP) scores de metabólitos detectados em
extratos de folhas (fo), cascas (ca), sementes (se) e calos de nó cotiledonar de P. setacea cv.

BRS Pérola do Cerrado nos tempos de cultivo de 30 (NC30), 60 (NC60) e 90 (NC90) dias em
meio Murashige & Skoog suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2%

de Phytagel, obtidos a partir da Análise Discriminante de Quadrados Mínimos Parciais.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A partir dos resultados da Figura 13 foi possível elaborar a Tabela 8, que mostra os

compostos classificados de acordo com a faixa de valores VIP. Os metabólitos selecionados

como significativos e considerados de maior importância para a projeção foram os que

apresentaram valores de VIP > 1,0 no eixo X.

O modelo de classificação construído a partir da análise PLS-DA das amostras de

folhas, cascas, sementes e calos de nó cotiledonar de P. setacea, com características

conhecidas, permitiu prever o potencial positivo dos calos de nó cotiledonar para produzir

vários tipos de metabólitos com atividades biológicas importantes, considerados relevantes,

pela análise que avaliou a IVP.



68

Tabela 8. Metabólitos de cascas, folhas, sementes e calos de nós cotiledonares de P. setacea
cv. BRS Pérola do Cerrado cultivados por 30, 60 e 90 dias em meio Murashige & Skoog

suplementado com 88,5 mM de sacarose, 2,5 mM de 2,4-D e 0,2% de Phytagel classificados
de acordo com os intervalos crescentes de valores VIP obtidos pela análise PLS-DA.

VIP scores Metabólitos

Entre 0,8 e 1,0 NI (1), NI (2), ácido citracônico, astragalosídeo II (VIP 0.9)

Entre 1,0 e 1,2
Cicloartano glicosídeos, ácido subérico, ácido

hidroxisubérico, fosfocolina, ácido succínico

Entre 1,2 e 1,4 Ácido glucurônico, O-metil-epicatequina

Entre 1,4 e 1,6 Ácido homoisocítrico, sabian, NI (3), ácido cítrico
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na escala de VIP < 1,0 estão dois compostos não identificados. Entre todos os

compostos detectados nessa faixa destaca-se o triterpeno astragalosídeo II, que apresentou

valor VIP de 0,9 e que apresenta função estimulante do sistema imunológico, além de

possível ação antiproliferativa de células cancerígenas (WAN et al. 2013). A barra de cores

indica que na projeção esse metabólito foi mais alto nas amostras de folhas e decresceu em

amostras de cascas (laranja) e de calos de nó cotiledonar de 60 dias de cultivo (amarelo).

Nessa lista não aparece o metabólito flavonoide isoschaftosídeo identificado nos extratos de

folhas.

Na faixa de valores VIP entre 1,0 e 1,2 destacaram-se o cicloartano e a fosfocolina. Na

projeção o cicloartano glicosídeos aparece mais alto nas folhas (vermelho), seguido das cascas

(laranja) e dos calos de nó cotiledonar de 30 dias (amarelo). A fosfocolina apareceu com

intensidade maior nas folhas (vermelho) e na ordem decrescente nos calos de 60 dias

(laranja), seguidos das cascas (amarelo).

Os metabólitos NI (3) e ácido cítrico de máxima relevância mostram valores VIP’s

próximo a 1,6 e maior que 1,6, respectivamente. Abaixo deles aparecem o ácido

homoisocítrico e o flavonoide sabian (valores VIP’s entre 1,4 e 1,6), seguidos do flavonóide

O-metil-epicatequina e ácido glucônico (valores VIP’s entre 1,2 e 1,4) e do ácido succínico

(VIP ao redor de 1,2).

A O-metil-epicatequina, pela escala de cores, apareceu em maior concentração nas

sementes, seguidas das folhas e cascas, reduzindo os níveis nos calos de nós cotiledonares em

todos os períodos de cultivo. O flavonoide sabian, com propriedades antioxidantes e

anti-inflamatórias (DENG et al., 2005) apareceu na escala de cores em maior concentração

nas sementes (vermelho) seguidas das cascas e folhas.



69

A análise da escala de cores da Figura 13 gerada pela análise IVP indica que as cascas

contêm concentrações mais altas (vermelho) dos ácidos cítrico e homoisocítrico, as folhas

contêm altas concentrações dos ácidos glucônico, succínico, fosfocolina, ácidos

hidroxisubérico e subérico, cicloartano glicosídeos, ácido citracônico e NI (1) e as sementes

apresentam altas concentrações de NI (3), sabian, O-metil-epicatequina e NI (2).

Entre os calos analisados, aqueles no tempo de cultivo de 30 dias (NC30) mostraram

as concentrações mais altas de ácidos glucônico e succínico (laranja) e de cicloartano

glicosídeos (amarelo); NC60 as maiores concentrações de NI (3), ácidos succínico,

hidroxisubérico e subérico (amarelo), astragalosídeo II, ácido citracônico, NI (2) (amarelo) e

fosfocolina (laranja); NC90 maiores concentrações de succínico, fosfocolina, subérico,

astragalosídeo II (azul claro).

Considerando o tempo de cultivo dos calos houve uma maior concentração de ácido

cítrico, em NC30 (azul claro); NI (3), em NC60 (amarelo); sabian, em NC30 (azul claro);

ácido homoisocítrico, em NC60 (azul claro); O-metil-catequina, em NC30, NC60 e NC90

(azul médio); ácido glucônico, em NC30 (laranja); ácido succínico, em NC30 (laranja) e em

NC60 (amarelo); fosfocolina; em NC60 (laranja); ácidos hidroxisubérico e subérico, em

NC60 (amarelo); cicloartano glicosídeos, em NC30 (amarelo); astragalosídeo, II, ácido

citracônico e NI (2), em NC60 (amarelo); NI (1), em NC30, NC60 (azul médio).

Através do modelo construído foi possível prever que a maioria dos compostos de

maior relevância é produzida em períodos específicos do tempo de cultivo. Os calos de nó

cotiledonar com 30 dias de cultivo foram superiores aos demais na produção de 5 tipos de

compostos considerados relevantes pela análise VIP: o ácido cítrico, sabian, ácidos glucônico

e succínico, cicloartano glicosídeos. Os calos com 60 dias de cultivo foram superiores aos

demais na produção de 9 metabólitos relevantes: o NI (3), ácido homoisocítrico,

O-metil-catequina, fosfocolina, ácidos hidroxisubérico e subérico, astragalosídeo II, ácido

citracônico e NI (2). Os calos de 90 dias foram inferiores aos calos de 30 e 60 dias na

produção de todos os compostos, mas ainda assim produziram, em níveis mais baixos, o ácido

succínico, fosfocolina, ácido subérico e astragalosídeo II.

Esta previsão indica o tempo de cultivo de 30 dias como o melhor para a produção de

sabian e do cicloartano glicosídeos. O cultivo de 60 dias é o tempo ideal para a produção de

fosfocolina e astragalosídeo II. A O-metil-catequina é produzida no mesmo nível pelos calos

de nó cotiledonar nos três tempos de cultivo.

Os metabólitos considerados de máxima relevância em calos de nó cotiledonar de P.

setacea foram o ácido cítrico, com VIP de 1,6 e o flavonóide sabian, com VIP de 1,8. Por esse
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modelo, diversos metabólitos não identificados nos perfis fitoquímicos foram categorizados

como importantes pelos scores VIP, obtidos através da análise PLS-DA. Isso indica ser

necessário viabilizar, em futuros experimentos, a obtenção de dados com maior qualidade

espectral, através da preparação de novas amostras, com maiores quantidades de biomassa

para a máxima extração de compostos de interesse.



71

4 CONCLUSÃO

O tempo de cultivo in vitro dos calos de nó cotiledonar de Passiflora setacea cv. BRS

Pérola do Cerrado influenciou o crescimento dos calos e os perfis de metabólitos produzidos.

A análise comparativa dos perfis dos calos, folhas, cascas e sementes indicou o potencial

positivo dos calos cultivados in vitro para a produção de metabólitos bioativos. A análise PCA

indicou o agrupamento por similaridade de perfis, de cascas e calos nos diferentes tempos de

cultivo. A análise de projeção VIP (PLS-DA) possibilitou a previsão de produção pelos calos,

de vários compostos de interesse, com atividade biológica, que não foram identificados na

análise CLUE-ESI-EM, mas que foram detectados em folhas, cascas e sementes, indicando a

necessidade de melhorar a qualidade espectral das amostras, através da utilização de maior

quantidade de biomassa seca nos extratos e da otimização dos métodos de cultivo e de

extração.

1-Em relação ao crescimento do cultivo in vitro dos calos de nó cotiledonar:

● O tempo de cultivo influenciou o crescimento dos calos.

● No tempo de cultivo de 30 dias foi obtida a maior massa seca, que não diferiu da

massa seca de 60 dias, maior razão massa seca/massa fresca e menor teor água.

● O cultivo de 60 dias, apesar de apresentar menor razão massa fresca/massa seca do

que o tempo de cultivo de 30 dias, apresentou incremento de massa seca em relação ao

tempo de 90 dias.

● O cultivo de 90 dias apresentou massa seca muito baixa e sinais de senescência

celular, diminuição da massa seca e aumento do teor de água.

2-Em relação aos perfis químicos de extratos de calos cultivados por 30, 60 e 90

dias:

● O tempo de cultivo influenciou os perfis de metabólitos dos calos, tanto o número total

de metabólitos produzidos pelos calos, que decresceu com o decorrer do tempo de

cultivo, como a diversidade dos compostos produzidos.
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● Em NC30 ocorreu a maior diversidade de compostos detectados (7), principalmente

ácidos orgânicos, alguns com ações terapêuticas, antioxidantes ou precursores de

metabólitos de interesse das indústrias farmacêuticas;

● Em NC60 foram detectados 4 compostos, todos ácidos orgânicos e presentes em

NC30, e também demonstram potencial na produção de metabólitos importantes de

interesse de mercado;

● Em NC90 apenas 3 compostos foram detectados, todos presentes em NC30, mas um

deles não está presente em NC60, inferindo que o cultivo in vitro em maior tempo

pode gerar compostos diferentes;

3- Em relação aos perfis químicos de extratos de folhas, cascas e sementes:

● O perfil de metabólitos do extrato de folhas apresentou maior diversidade de

compostos em relação aos perfis de cascas e de sementes.

● Vários dos compostos produzidos por esses materiais vegetais apresentam atividades

biológicas com ações terapêuticas comprovadas, principalmente flavonoides e os

triterpenos.

4- Em relação à comparação entre os perfis metabólicos de extratos de calos,

folhas, cascas e sementes:

● A comparação entre os perfis de metabólitos dos calos de nó cotiledonar cultivados in

vitro com os materiais produzidos in vivo de folhas, cascas e sementes indicou

potencial positivo dos calos para a produção de metabólitos detectados nos materiais

vegetais produzidos in vivo.

● A análise estatística multivariada não supervisionada de componentes principais

(PCA) indicou o agrupamento do calos dos três tempos de cultivo e cascas em um

único grupo de similaridade.

● Algoritmo K-means confirmou o agrupamento por similaridade observado pela análise

PCA dos calos nos três tempos de cultivo com as cascas.
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5- Em relação à análise de Importância da Variável na Projeção (IVP):

● A análise discriminante por quadrados mínimos parciais (PLS-DA) indicou pela

aplicação do modelo variável de importância na projeção (VIP) a detecção de

metabólitos significativos contendo atividades biológicas, com ações terapêuticas

comprovadas, em calos de nó cotiledonar como ácido cítrico (VIP de 1,6) e o

flavonoide sabian (VIP de 1,5). Outros metabólitos, indicados como significativos

com VIP > 1,0 ou próximos de 1,0 e com atividades biológicas foram o flavonoide

O-metil-epicatequina, e os triterpenos cicloartano glicosídeos e o astragalosídeo II.

● A partir da análise VIP foi possível prever para NC30 a produção consistente de ácido

glucônico, ácido succínico e cicloartano glicosídeos;

● NC60 teve projeção consistente para a formação de NI (3), fosfocolina, ácido

succínico, ácidos hidroxisubérico e subérico, astragalosídeo II, ácido citracônico e

NI(2).

● NC90 teve projeção sutil para ácido succínico, fosfocolina, , ácido hidroxisubérico e

astragalosídeo II.

● Casca mostrou a máxima intensidade na projeção para a produção dos ácidos cítrico e

homoisocítrico

● Folhas apresentou máxima intensidade na projeção para ácidos glucônico e ácido

succínico, fosfocolina, ácidos hidroxisubérico e subérico, cicloartano glicosídeos,

astragalosídeo II e ácido citracônico e NI (1).

● Sementes mostraram a máxima intensidade para NI (3), sabian, ácido glucônico e NI

(2).
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVA FUTURA

O potencial desses calos para a produção de metabólitos secundário, que são

produzidos também por folhas, cascas e sementes, ficou evidente, tanto através das análises

dos compostos que foram identificados nos perfis químicos, como pela análise de projeção

VIP que podem ser delineados para experimentos futuros, desde que a qualidade espectral

das amostras seja melhorada ou otimizada.

Com base no presente estudo, foi possível a contribuição para a otimização da

metodologia de análise fitoquímica para projetos futuros. Aumentar a quantidade amostral

da massa seca e a concentração dos extratos que são utilizados na análise por

CLUE-ESI-EM certamente facilitará a identificação de um número maior de compostos por

amostra, assim como a concentração de cada um desses compostos, possibilitando identificar

muitos dos compostos que aparecem na análise de projeção com VIP significativos, mas que

constam como não identificados (NI) nos perfis fitoquímicos. Análises metabolômicos dos

calos em tempos de cultivo intermediários, como 15 e 45 dias, podem também fornecer

informações relevantes e complementares sobre a dinâmica do metabolismo de biossíntese

de compostos químicos proveniente dos calos.

Outra estratégia importante a ser adotada é otimizar a metodologia de extração dos

compostos, através da maceração mais eficiente e da utilização de diferentes solventes no

processo de extração, como metanol ou etil acetato. A utilização de elicitores bióticos e

abióticos nas culturas de calos de nó cotiledonar pode ser outra estratégia a ser testada para

ativar as vias de biossíntese dos compostos de interesse além da utilização de outros

reguladores de crescimento no meio de cultura.
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