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RESUMO

As copaibeiras como sdo conhecidas as espécies do género Copaifera (Fabaceae) sdo
muito apreciadas na medicina popular e na fitoterapia, principalmente, pela utilizacdo
do 6leo-resina de copaiba que possui propriedades terapéuticas, bem como os chés das
folhas e casas de copaiba sdo apreciados pelas populagdes tradicionais da Amazonia e
do cerrado brasileiro. Embora o género Copaifera seja bastante estudado
fitoquimicamente e farmacologicamente, principalmente pelo 6leo-resina, a pesquisa de
novos recursos farmacolégicos ainda se limitam a poucas espécies, como a espécie
endémica do cerrado Copaifera langsdorffii, seus estudos se direcionam, principalmente
nas folhas, assim outras partes vegetais (cascas, galhos, sementes e flores) sdo objetos
de pouca ou nenhuma pesquisa. Logo, a metabolémica ndo direcionada buscou, pela
técnica de UHPLC-HRMS, analisar qualitativamente o maior quantidade de metabdlitos
detectaveis no material de estudo e estabelecer similaridades e diferencas por Analise de
Componentes Principais (PCA). O objetivo do trabalho foi explorar e descrever as
caracteristicas do metaboloma das principais espécies (C. langsdorffii Desf., C.
multijuga Hayne, C. trapezifolia Hayne, C. lucens Dwyer e C. venezuelana Harms &
Pittier) do género Copaifera. Por meio de padrdes de referéncia, dados espectrométricos
de MS?, dados da literatura cientifica e bancos de dados virtuais HMDB e MoNA, 0s
perfis metabodlicos das espécies foram investigados. Foram detectados 47 metabolitos,
entre diversas classes metabolicas, como derivados de &cido benzoico e &cido cinamico,
acidos graxos, acidos diterpenos, flavonoides agliconas, flavonoides glicosilados, um
glicosideo fendlico, acidos galoilquinicos e taninos condensados. A PCA observou-se
uma forte distincdo no perfil metabolico das folhas e cascas das espécies. As folhas
distinguiram-se, principalmente, pela presenca dos é&cidos galoilquinicos di- e tri-
substituidos e flavonoides glicosilados (derivados de quercetina e canferol) e nas cascas
foram detectados principalmente, taninos condensados (derivados de catequina) nas
formas de dimero e trimero. Os galhos apresentaram composi¢do quimica intermediaria
entre as folhas e as cascas, principalmente devido a proximidade e extensdo entre 0s
orgdos vegetais. As sementes e flores de C. langsdorffii apresentaram composic¢des
quimicas divergentes em relacdo aos demais 0rgaos vegetais, trata-se de composic¢des
com caracteristicas unicas dos Orgdos e necessitam de maior atengdo fitoquimica.
Concluiu-se gque a abordagem metabolémica ndo direcionada por UHPLC-HRMS é uma
excelente ferramenta de exploracdo metabdlica que possibilitou o perfilamento
metabdlico e a deteccdo de 47 metabolitos nos 6rgdos vegetais (folhas, cascas, galhos,
sementes e flores) das espécies e por meio da PCA os metabdlitos foram mapeados e 0s
acidos galoilquinicos (di-, tri-substituidos) foram indicadas como biomarcadoras das
folhas e os taninos condensados (dimero e trimero) das cascas.

Palavras-chave: Copaibeiras, metaboloma, espectrometria de massas, 6rgaos vegetais,
metabdlitos.



ABSTRACT

The copaibeiras, as they are known to the species of the genus Copaifera (Fabaceae,
Caesalpinioideae), are much appreciated in folk medicine and phytotherapy, especially
for the use of copaiba oil-resin, which has therapeutic properties, as well as the leaves
teas and barks of copaiba. by the traditional populations of the Amazon and the
Brazilian savannah.. Although the genus Copaifera is widely studied phytochemically
and pharmacologically, mainly due to oil-resin, the search for new pharmacological
resources is still limited to a few species, such as the endemic savannah Copaifera
langsdorffii, studies are mainly directed to the leaves, as well as others. Vegetable parts
(barks, branches, seeds and flowers) are the subject of little or no research. Therefore,
the non-directed metabolomics sought, through the UHPLC-HRMS technique, to
qualitatively analyze the largest number of detectable metabolites in the study material
and to establish similarities and differences by Principal Component Analysis (PCA).
The objective of this work was to explore and describe the characteristics of the
metabolome of the main species (C. langsdorffii Desf., C. multijuga Hayne, C.
trapezifolia Hayne, C. lucens Dwyer e C. venezuelana Harms & Pittier) of the
Copaifera genus. With the help of reference standards, MS? spectrometric data, data
from the scientific literature and virtual databases HMDB and MoNA, the metabolic
profiles of species were investigated. 47 metabolites were detected among various
metabolic classes, such as benzoic acid and cinnamic acid derivatives, fatty acids,
diterpene acids, aglycone flavonoids, glycosylated flavonoids, a phenolic glycoside,
galloylquinic acids and condensed tannins. PCA observed a strong distinction in the
metabolic profile between the leaves and bark extracts of Copaifera species. The leaves
were distinguished mainly due to the presence of di- and tri-substituted galloylquinic
acids and glycosylated flavonoids (quercetin and canferol derivatives) and in the barks
were detected mainly condensed tannins (catechin derivatives) in the dimer and trimer
forms. . The branches showed intermediate chemical composition between the leaves
and bark, mainly due to the proximity and extension between the plant organs. The
seeds and flowers of C. langsdorffii presented different chemical compositions in
relation to the other vegetal organs, they are compositions with unique organ
characteristics and need more phytochemical attention. It was concluded that the
UHPLC-HRMS non-directed metabolomic approach is an excellent metabolic
exploration tool that enabled the metabolic profiling and the detection of 47 metabolites
in the plant organs (leaves, barks, branches, seeds and flowers) of species and by PCA
the metabolites were mapped and the galloylquinic (di-, tri-substituted) acids were
indicated as leaves biomarkers and the condensed tannins (dimer and trimer) of the
barks of species.

Keywords: Copaibeiras, metabolome, mass spectrometric, plant organs, metabolites.
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1. INTRODUCAO

A familia Fabaceae é considerada a terceira maior familia de angiospermas do mundo,
com cerca de 750 géneros e mais de 19.500 espécies catalogadas. A familia esta subdividida
em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilinoideae (LEWIS et al., 2005;
CHRISRTENHUSZ & BYNG, 2016). No Brasil, ocorrem 222 géneros e 2.845 espécies, sdo
tradicionalmente conhecidas como leguminosas e estdo distribuidas por diversos
ecossistemas do bioma brasileiro (COSTA, 2017). A familia possui importancia econémica
e ecologica tanto na sustentabilidade das florestas nativas quanto na alta producédo
alimenticia (grdos, legumes e raizes), correspondendo, aproximadamente, a 30% do
consumo da proteina vegetal no mundo (FERNANDES et al., 2014). Quanto ao uso
medicinal, diversos géneros botanicos se destacam como 0s géneros Acacia (cascas) e Cicer
(sementes) apreciados pelas propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (AHMAD et al.,
2016).

O género Copaifera conta com 72 espécies descritas, das quais 52 sdo reconhecidas e
16 delas sdo encontradas no Brasil (COSTA, 2017; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002). As
espécies sdo encontradas na América do Sul entre as regides que se estendem pela Amazonia
Internacional e na costa litordnea da Africa Ocidental (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002;
TRINDADE et al., 2018). Sao reconhecidas popularmente como “copaibeiras” e por meio
dos conhecimentos tradicionais e indigenas sdo empregadas na medicina popular e
fitoterapia (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002). O éleo-resina de copaiba ¢ um valioso
fitoterapico natural de alto valor agregado devido as propriedades anti-inflamatéria e
cicatrizante, com a composi¢do quimica rica em sesquiterpenos e acidos diterpenos (VEIGA
JUNIOR & PINTO, 2002; TRINDADE et al., 2018). O cha das cascas do caule ou folhas
das copaibeiras sdo bastante apreciados na medicina popular e sdo aprontados por decoccao
ou infusdo para tratar doencas respiratorias, estomacais e digestivas (VASQUEZ et al.,
2014; TRINDADE et al., 2018). O cha das sementes também é usado como um purgativo e
para tratar distdrbios respiratérios como a asma (TRINDADE et al., 2018); ja para as flores

das copaibeiras néo ha relatos da utilizagdo medicinal.

Os estudos fitoquimicos e farmacoldgicos do género Copaifera concentram-se na
Copaifera langsdorffii Desf., especificamente, nos extratos polares das folhas com

composicdo abundante em acidos galoilquinicos mono-, di- e tri-substituidos e o0s
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flavonoides quercetina-3-O-ramnosideo e canferol-3-O-ramnosideo como principais
componentes, com excelentes atividades farmacoldgicas e bioldgicas relacionadas as
propriedades antioxidantes (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002; TRINDADE et al., 2018;
LEMOS et al., 2015; MOTTA® et al., 2017; MOTTA" et al., 2017; COSTA et al., 2015;
FURTADO et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2015). Nas cascas da C. langsdorffii foram
relatados acidos graxos, diterpenos (&cidos caurendico, hardwickiico e copalico) esterois e
triterpenos (lupeol e &cido betulinico) (VEIGA JUNIOR et al., 2006). Nas cascas de
Copaifera multijuga Hayne foi verificado a presenca de taninos condensados (derivados de
epicatequina e epiafzelequina) (PEREIRA et al., 2018) e nos frutos de C. langsdorffii
(BATISTA e tal., 2016). Nas sementes de C. langsdorffii e C. officinalis foram relatados
acidos graxos, esterois, acidos diterpenos e fendlicos, flavonoides e derivados de cumarina
(BATISTA e tal., 2016; VEIGA JUNIOR et al., 2007; NETO et al., 2008).

O grupo de pesquisa Quimica de Biomoléculas da Amazbnia (Q-BiomA) da
Universidade Federal do Amazonas ha mais de 10 anos vem estudando e desenvolvendo
pesquisas com o 6leo-resina e mais recentemente com extratos das folhas e cascas de C.
multijuga. Embora o género Copaifera seja conhecido popularmente pelos conhecimentos
tradicionais, a maior parte dos estudos concentra-se em poucas espécies. Desta forma, outras
espécies de Copaifera continuam inexploradas. O estudo metabolémico ndo direcionado
caracteriza-se como um imenso potencial de investigacdo dos metabdlitos caracteristicos no

género Copaifera.

Entre as técnicas hifenadas utilizadas em metabolémica esta a cromatografia liquida de
ultra performance acoplada a espectrometria de massas de alta resolucdo (UHPLC-HRMS).
A técnica hifenada é uma ferramenta poderosa em termos de separacdo e deteccdo de
substancias com alta versatilidade, precisdo e seletividade para o monitoramento e
rastreamento de metabdlitos em extratos complexos de origem vegetal (XI, 2015). Desta
forma, propbe-se o estudo metabolémico do género Copaifera, visando explorar o
metaboloma dos extratos de média e alta polaridade dos 6rgaos vegetais das espécies C.
langsdorffii Desf., C. multijuga Hayne, C. trapezifolia Hayne, C. lucens Dwyer e C.
venezuelana Harms & Pittier, visando o enriquecimento de informacdes do perfil metabolico

do género.

20



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Fabaceae: Biodiversidade e Sustentabilidade

A familia Fabaceae (também conhecida como Leguminosae) é considerada a 3°
maior familia de angiospermas do mundo (AHMAD et al., 2016). Leguminosas como sao
conhecidas as especies da familia que apresentam diversidade entre arvores e arbustos, como
plantas perenes e herbéaceas e estdo distribuidas entre diversos ecossistemas ao redor do
mundo, principalmente entre as zonas tropicais e subtropicais (SOUZA, 2012).

E a familia botanica de maior relevancia na evolugdo humana por meio do
aprimoramento das praticas agricolas e producdo alimenticia. Atualmente, é considerada a
2° maior familia com potencial econémico, principalmente devido a alta producdo alimentos
(vargens, graos e legumes), correspondendo a cerca de 30% do consumo de proteina vegetal
no mundo (GRAHAN & VANCE, 2003; FERNANDES et al., 2014). Entre outras
aplicacOes, destacam-se a exploragdo madeireira, 6leos-resinas, 0leos essenciais, extratos
vegetais e etc; sendo usado pelas industrias de perfumaria, farmacéutica, cosmética, tintas e
vernizes, e a fitoterapia. Entretanto, grande parte da biodiversidade vegetal ¢é
fitoqguimicamente e farmacologicamente desconhecida, estima-se que apenas 15% sejam
devidamente explorados (JOLY et al., 2011).

A familia Fabaceae possui uma riqueza metabolica quimicamente diversificada, onde
classes metabolicas de polifendis como antocianinas, flavonoides, &cidos fendlicos, taninos,
procianidinas e terpenos ja foram detectados (DETTENBORN, 2009; LIMA, 2018;
IGNOATO, 2012; GOMES, 2015). Muitas plantas angiospermas presentes na familia
possuem altos teores de fendlicos e estdo biossinteticamente relacionadas a via do acido
chiquimico (SANTOS-SANCHEZ, 2019).

As propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais utilizadas no uso fitoterapico
estdo relacionadas as caracteristicas antioxidantes, as quais desempenham nos vegetais
protecdo contra a radiacdo UV, fungdes bioldgicas de antioxidantes, protecdo contra
microrganismos, Vvirus, bactérias, entre outros (VEITCH, 2013; HARBORNE &
WILLIAMS, 2000; HAVSTEEN, et al., 2002; NIVELDT, et al., 2001). Quanto ao uso

medicinal, diversos géneros boténicos se destacam como 0 género Acacia, as cascas das
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espécies sao aproveitadas para fins medicinais com propriedades anti-inflamatoria, anti-
hipertensivo, antiespasmodico, antibacteriana, antipirético entre outras, do género Cicer séo
apreciadas as sementes utilizadas para intuito medicinal com propriedades antioxidantes e
efeitos benéficos (AHMAD et al., 2016).

O género Copaifera, muito presente no bioma brasileiro desde a Amazodnia ao
Cerrado, possui grande importancia farmacoldgica e fitoterapica na medicina popular
brasileira devido aos conhecimentos tradicionais repassados de geracdo em geracdo
(TRINDADE et al., 2018). Historicamente, as copaibeiras sdo conhecidas por produzirem o
6leo-resina de copaiba, sendo amplamente utilizado como fitoterapico natural devido a suas
propriedades; cicatrizante, antifingica e bactericida (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).
Entretanto, atualmente os extratos dos 6rgdos vegetais das espécies vém despertando

interesse farmacoldgico quanto a descoberta e altos teores de substancias fenolicas bioativas.

2.2 Importancia do Género Copaifera

O género Copaifera tem sua importancia medicinal registrada desde a vinda dos
portugueses ao Brasil, por volta de 1500, pelos jesuitas que aqui observavam as praticas
curativas dos nativos (VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002). As propriedades curativas do 6leo
de copaiba eram de conhecimento dos nativos e foram repassados de geragdo em geracdo até
0 advento da sociedade moderna e a fitoterapia como tratamento alternativo (VEIGA
JUNIOR & PINTO, 2002).

As espécies do género sdo nativas da América do Sul e sdo encontradas na regido que
se estende do México ao norte da Argentina, e na costa da Africa (VEIGA JUNIOR &
PINTO, 2002). No Brasil, as espécies distribuem-se entre todas as regides do pais (COSTA,
2017). As copaibeiras sdo arvores de grande porte, crescem até 40 m de altura e 4 m de
didmetro e podem viver até 400 anos. Estas sdo altamente adaptadas aos mais diversos
ambientes, desde florestas de terra firme, margens inundaveis dos rios e coOrregos
caracteristicas da regido Amazoénica até as margens arenosas de lagos e matas de cerrado da
regido central do Brasil (ALENCAR, 1982; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002; TRINDADE
etal., 2018).
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As espécies do género Copaifera possuem uma grande contribuicdo socioeconémica,
devido ao comercio e extracdo sustentavel do 6leo de copaiba, um fitoterapico natural com
intensa aplicacdo na medicina popular, especialmente pelo efeito anti-inflamatdrio,
antitumoral, anticancerigeno, antisséptico (HECK et al., 2012; VEIGA JUNIOR & PINTO,
2002). As folhas e as cascas do caule das Copaibeiras sdo amplamente utilizadas na
medicina popular especialmente pelas populacGes tradicionais na Amaz6nia, 0s chés das
folhas ou cascas podem ser preparados por infusdo ou por decocg¢do para tratar doencas
respiratorias, estomacais e digestivas (VASQUEZ et al., 2014). O ché das sementes também
é usado como um purgativo e para o tratamento da asma (TRINDADE et al., 2018). Nos
ultimos anos estudos fitoquimicos e farmacoldgicos, principalmente com as folhas, cascas
do tronco e frutos veem conciliando o conhecimento popular ao conhecimento cientifico
(TRINDADE et al., 2018).

O extrato polar das folhas de C. langsdorffii tem despertado interesse farmacoldgico
apresentando efeito antilitiasico em testes in vivo induzidos em ratos e o efeito profilatico
para tratar a recorréncia de calculos renais induzidos em ratos (BRANCALION et al., 2012;
OLIVEIRA et al.,, 2013). Lemos e colaboradores (2015) avaliaram a eficacia das
propriedades gastroprotetoras dos extratos hidroalco6licos das folhas contra Ulceras gastricas
induzidas por estresse oxidativo utilizando etanol/ HCl em testes in vivo, com ratos
(LEMOS et al., 2015). Os extratos das folhas também apresentaram atividade antiparasitaria

e antimalarica contra o protozoario parasita Plasmodium falciparum (SOUSA® et. al., 2012).

Motta e colaboradores (2017) conseguiram caracterizar e validar dezesseis estruturas
de 16 acidos galoilquinicos mono-, di- e tri-substituidos e os flavonoides guercetina-3-O-
ramnosideo e canferol-3-O-ramnosideo partir dos extratos polares das folhas de C.
langsdorffii, (MOTTA® et al., 2017; MOTTA® et al., 2017). Recentemente, um estudo com
0s Oleo-resinas e extratos polares das folhas de outras cinco espécies (Copaifera duckei
Dwyer, C. multijuga Hayne, C. paupera Dwyer, C. pubiflora Benth, C. reticulata Ducke e
C. trapezifolia) apresentaram auséncia do efeito citotoxico em testes em in vivo e genotdxico
em testes in vitro e in vivo, nos extratos foram detectados a presenca de 16 &cidos
galoilquinicos e os flavonoides quercetin-3-O-ramnosideo e canferol-3-O-ramnosideo bem
como detectados na C. langsdorffii (FURTADO et al., 2018). As substancias fendlicas
detectadas apresentaram acéo gastroprotetora (MOTTA® et al., 2017).

Os flavonoides sdao metabdlitos secundarios encontrados nas plantas, e desempenham
papéis fundamentais de manutencdo e protecdo dos mesmos, sdo encontrados na forma de
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glicosideos ou agliconas, sendo as pentoses, hexoses e desoxihexoses 0s principais agucares
substituintes nas hidroxilas das agliconas, resultando em uma diversidade estrutural
(HUBER & RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). Tais substancias fenolicas podem apresentar
propriedades farmacologicas, como acdo antitumoral, anti-inflamatdria, antiviral, além de
agir no sistema imunoldgico, cardiovascular, circulatorio e nervoso (OLIVEIRA et al., 2002;
HEIM et al., 2002; SHASHANK et al., 2013; GEORGIEV et al., 2014). Os flavonoides
quercetina-3-O-L-ramnosideo (quercitrina) e canferol-3-O-L-ramnosideo (afzelina) foram
identificados como 0s constituintes majoritarios nos extratos polares folhas de C.
langsdorffii por trés pesquisadores diferentes (BRANCALION, 2010; FURTADO et. al.,
2015; SOUSA® et. al., 2012).

Em investigacOes fitoquimicas dos extratos das cascas do tronco de C. langsdorffii,
foram identificados dois importantes triterpenos, o lupeol e o &cido betulinico (VEIGA
JUNIOR & PINTO, 2006). Os triterpenos detectados (e seus derivados) apresentam diversas
atividades farmacoldgicas como antimalarica (KARAGOZ et al., 2018) e antitumoral
(ZHANG et al., 2015), especialmente sua acdo anti-HIV contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (HUANG et al., 2018).

Estudos a partir da polpa dos frutos de C. langsdorffii revelaram excelentes
atividades antioxidantes para os extratos em etanol e presenca de diversas substancias
fenolicas como os acidos p-cumarico, 0-cumarico, cinamico, benzoico e galico, além da (-)-
epicatequina galato, (+)-catequina, (-)-epicatequina, e dos flavonoides quercetina-3-O-L-
glucosideo, quercetina, quercetina-3-O-rutinosideo e os taninos condensados epicatequina-
(4p-8)-catequina (procianidina B1) e epicatequina-(4/-8)-epicatequina (procianidina B2)
(BATISTA et. al., 2016). Neto e colaboradores (2008) em investigacdo fitoquimica do
extrato apolar das cascas dos frutos da espécie isolaram e caracterizaram trés diterpenos 0s
acidos caurenoico, polialtico, nivenolideo e o sesquiterpeno ¢xido de cariofileno (NETO et
al., 2008). De forma que, tais resultados revelaram grandes potenciais para os frutos da

espécie.

Estudos com os extratos das cascas de C. multijuga apresentaram excelentes
resultados relacionados as propriedades antioxidantes frente aos testes in vitro e in vivo com
reducdo do estresse oxidativo, além do potencial efeito antineoplasico em células tumorais
de Ehrlich e ao estresse oxidativo induzido por paracetamol; sendo ambos os testes em
camundongos (ALBIERO et al., 2016; CUNHA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018). As
atividades antioxidantes podem estar relacionadas a presenca dos polifendis detectados
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como taninos condensados nas formas de dimero epicatequina-(44-8)-epiafzelequina,
trimero epicatequina-(4/-8)-epiafzelequina-(44-8)-epiafzelequina, e estruturas bem maiores
como tetramero epicatequina-(4p-8)-epiafzelequina-(44-8)-epiafzelequina-(45-8)-
epiafzelequina e o pentdmero epicatequina-(44-8)-epiafzelequina-(44-8)-epiafzelequina-(44-
8)-epiafzelequina-(44-8)-epiafzelequina, bem como os teores significativos de fenolicos e
flavonoides (PEREIRA et al., 2018).

Em estudos com extratos hidroalcoolicos das folhas de C. trapezifolia Hayne foi
possivel observar a atividade antibacteriana contra Porphyromonas gingivalis e
Peptostreptococcus micros (LEANDRO et al., 2016). O 6leo essencial das folhas de C.
trapezifolia j& apresentou uma rica composicdo em terpendides, como sesquiterpenos
(hidrocarbonetos e hidroxilados) e diterpenos, bem como a presenca de hidrocarbonetos
simples (VEIGA JUNIOR® et al., 2006). Esses sdo os principais registros das atividades
bioldgicas e da composicao quimica extratos das folhas, registrados para a espécie presente,
principalmente na mata atlantica (TRINDADE et al., 2018).

A C. lucens Dwyer possui apenas estudos bioldgicos relacionados a atividade
antimicrobiana e antileishmanial do 6leo-resina da espécie (LEANDRO et al., 2012). Nao
existem estudos fitoquimicos e/ou bioldgicos secundarios com 0s extratos das partes
vegetais da espécie endémica da mata atlantica. E sobre a C. venezuelana Harms & Pittier
ndo ha relatos sobre a composi¢cdo quimica e nem atividades bioldgicas do 6éleo-resina, ao
dos extratos vegetais, um estudo sobre a caracterizacdo ambiental realizada no municipio de
Miranda, estado da Zulia, na Venezuela, descreveu que os povos tradicionais utilizam o

Oleo-resina na espécie na medicina popular (FERRER-PARIS et al., 2015).

2.2.1 Consideracdes fitogeograficas sobre as espécies de interesse

As espécies adquiridas foram: C. langsdorffii Desf., C. multijuga Hayne, C.
trapezifolia Hayne, C. lucens Dwyer e C. venezuelana Harms & Pittier. As informac6es
fitogeogréficas e tipos de vegetacdo foram levantados do portal Flora do Brasil 2020

(floradobrasil.jbrj.gov.br) e de algumas informagdes etnoboténicas disponiveis na literatura.

C. langsdorffii Desf. € nativa do cerrado brasileiro e podem ser encontrados tragos da

espécie em regides do sul da Bolivia ao nordeste da Argentina. No Brasil, especialmente nas

25



regides Sudeste e Centro-Oeste, 0s espécimes desenvolvem-se naturalmente em solos férteis
e bem drenados até terrenos umidos de florestas riparias caracteristicos do cerrado brasileiro,
sendo uma das espécies mais populares do género. Os nomes populares variam de acordo
com as regides encontradas como capalba, copalva, copaiba vermelha, entre outros
(CARVALHO, 2003; COSTA, 2017).

C. multijuga Hayne € nativa da regido Amazonica que engloba os paises do Peru e a
Bolivia. Os espécimes desenvolvem-se solos arenosos e argilosos, em florestas de terra
firme e/ou florestas de varzea tipica da Amazonia, sendo a principal espécie na regido. A
espécie é conhecida na Amazonia por varios nomes, 0s mais comuns sdo copaiba mari-mari,
copaiba angelim, copaiba-roxa, entre outros; sendo que a ascensdo e o reconhecimento da
espécie se deve aos conhecimentos indigenas dos povos da regidao (BRUM et al., 2009;
COSTA, 2017).

C. trapezifolia Hayne é nativa da mata atlantica e ocorre entre 0s estados de
Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Parana e Sao Paulo. Os espécimes podem
ser encontrados desde matas serranas até em terras baixas, nos quais se desenvolvem em
solos bem drenados e de textura que varia de arenosa a franca-argilosa em florestas ciliares e
ombrofila (floresta pluvial). A espécie é reconhecida pelos nomes populares de capuva,
copuva, 6leo branco, entre outros (CARVALHO, 2006; COSTA, 2017).

C. lucens Dwyer é nativa da mata atlantica e ocorre entre os estados da Bahia,
Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Os espécimes sdo encontrados
desde matas serranas do tipo florestas ombrofila até terras baixas e arenosas, caracteristicas
de restinga que sdo depdsitos arenosos paralelos a linha costeira. A espécie € reconhecida
como pau-0leo, pau-6leo-copaiba entre outros (COSTA, 2017).

C. venezuelana Harms & Pittier é nativa da Venezuela, com vestigios em matas
ciliares na Amazonia brasileira. A espécie se desenvolve, principalmente, em selvas da bacia
do lago Maracaibo na Venezuelana e é intimamente reconhecida como cabimo (nome
popular dado pelos venezuelanos) (COSTA, 2007; FERRER-PARIS et al., 2015).

2.3 Metabolomica e Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a
Espectrometria de Massas Alta Resolu¢édo (UHPLC-HRMS)
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Metabolémica € um marco entre o desenvolvimento das ciéncias “Omicas” e foi
introduzido h& 18 anos por Oliver Fiehn por volta de 2001, sendo uma analise abrangente e
quantitativa do metaboloma de uma amostra bioldgica (FIEHN, 2001), onde o metaboloma
se refere a composicao geral de todos os metabolitos que constituem a amostra bioldgica
(HALL, 2006). Os metabdlitos sdo representados por variados conjuntos de arranjos
moleculares que compreendem diversas classes metabdlicas resultantes de processos
celulares e biossintéticos (CANUTO et al., 2018). Logo, 0 metaboloma é composto por uma
grande variedade de substancias de baixa massa molar (< 1000 U), as quais possuem
propriedades quimicas diversas, compreendendo a mdltiplas classes metabolicas e uma
enorme variedade de biomoléculas complexas (VILLAS-BOAS & GOMBERT, 2006).

Entre os estudos metaboldmicos observam-se grandes divergéncias em relacdo as
terminologias aplicadas as analises, entretanto, as definicdes levam a conclusGes
semelhantes, no qual a resposta medida ao nivel molecular é obtida a partir da integracao
entre a bioquimica e os organismos vivos (NICHOLSON, 2008). Seguindo as definicOes
mais recentes de Canuto e colaboradores (2018), as analises metabolémicas podem ser
classificadas em duas abordagens: metabolémica direcionada (do inglés, targeted
metabolomics), é a analise quantitativa de um e/ou mais metabolitos pré-selecionados e
relacionados a rotas metabdlicas similares; e a metabolémica ndo direcionada (do inglés,
untargeted metabolomics) é andlise qualitativa abrangente do maior quantidade de
metabdlitos detectaveis entre diversas classes metabdlicas contidas em uma amostra
biolégica (CANUTO et. al., 2018).

Os estudos metabolémicos sdo realizados fundamentalmente a partir de analises
comparativas sobre os perfis metabdlicos individuais obtidos para diferentes amostras. Um
perfil metabdlico pode ser obtido através de técnicas analiticas cromatograficas e/ou
espectrométricas, definindo um conjunto de sinais cromatograficos e/ou espectrais
adquiridos para uma amostra complexa de extratos vegetais, animais, microrganismos ou
fluidos biol6gicos (WOLFENDER, 2009; JIANG et al., 2010; CIESLA, 2012).

Na atualidade, o estudo metabol6émico possui grande potencial de aplicacdo e
expansdo em diversos setores produtivos e de aperfeicoamento de processos, devido a
importéncia e aplicabilidade e respostas obtidas nos experimentos (HALL, 2006; CANUTO
et al., 2018). Segundo Canudo e colaboradores (2018), entre os principais estudos de
metabolémica, as aplicacbes sdo diversas, como ambiental, em estudo das colheitas e
producdo em resposta aos fatores abidticos; e na &rea da medicina, revelando disturbios
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ocultos no organismo humano, além de configura como uma ferramenta alternativa no
diagnostico, prevencdo e tratamento de doengas (CANUTO et. al., 2018). No Reino Plantae,
estes estudos se configuram como excelentes abordagens para a exploracdo e mapeamento
metabolico, resultando no entendimento do metabolismo secundéario das espécies, géneros e
familias botanicas (HALL, 2006). Como exemplo, temos o género Baccharis, o estudo
investigou 211 espécies distintas, nas quais resultaram descobertas importantes para a
quimiotaxonomia e a triagem de espécies com atividade anti-inflamatdria, o que possibilitou

a realizacdo de estudos bioguiados na descoberta de potencias farmacos (CASOTI, 2017).

Logo, a separacdo e a deteccdo dos metabdlitos precisam de uma instrumentacdo
altamente sensivel. Logo, temos a cromatografia liquida de ultra performance acoplada a
espectrometria de massas de alta resolucdo (UHPLC-Q-Orbitrap-MS).

De forma geral, a cromatografia liquida de ultra performance (UHPLC), do inglés
Ultra High Performance Liquid Chromatography, vem sendo considerada um componente
determinante na separacdo dos metabolitos em estudos da metabolémica global e/ou alvo
(GIKA et al., 2019; CANUTO et. al., 2018). E hifenizada com espectrometria de massas de
alta resolucdo (HRMS) com analisador hibrido (Q-Orbitrap) oferecem excelentes
combinacbes de separacdo, analise e deteccdo dos ions precursores e ions fragmentos
derivados dos metabdlitos secundarios (GIKA et al., 2019; CANUTO et. al., 2018).

A cromatografia liquida (CL) é um processo fisico-quimico de separacdo das
substancias presentes em uma mistura pela interacdo diferencial entre uma fase estacionaria
(sélida) e uma fase mdvel (liquida) (MALDANER & JARDIM, 2009). A CL desde suas
primeiras aplica¢Bes, por volta de 1950, até os dias atuais com a cromatografia liquida de
ultra alta performance (UHPLC), acumula diversos avangos em termo de eficiéncia das
analises cromatograficas, impulsionadas pelo desenvolvimento continuo de novas particulas
de fases estacionarias e um aumento significativo no nimero de pratos tedricos (coeficiente
de distribuicdo da mistura entre a fase movel e a estacionaria); gerando assim, analises
cromatograficas com melhor desempenho, reprodutibilidade e mais rapidas sem a perda de
eficiéncia e resolugcdo (MALDANER & JARDIM, 2009).

A cromatografia liquida de ultra performance (UHPLC) € o avango mais recente das
técnicas de separacdo, operando em pressdes acima de 100 MPa com altas velocidades
lineares da fase mdvel e utilizacdo de fases estacionarias com particulas menores que 2 pm,

bem como a atual tecnologia de instrumentacdo (bombas, injetores e detectores),
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proporcionam analises cromatogréaficas de alta resolucdo e maior detectabilidade em menor
tempo de analise, na ordem de poucos minutos e menor consumo de solventes na fase movel
(MALDANER & JARDIM, 2009; GIKA et al., 2019). Hifenizada para a espectrometria de
massas de alta resolucdo (HRMS), as técnicas combinam o melhor dos processos de
separacdo cromatografica e deteccdo espectrométrica para fins de avaliacdo de misturas

complexas.

A HRMS tem como principio basico gerar ions por meio de moléculas neutras e/ou
carregadas por meio de um metodo de ionizacdo apropriado (ESI-Electrospray), desta
forma, os ions sdo analisados e separados quantitativamente em funcdo da razdo massa/
carga (m/z) em um analisador de massas e suas abundancias sdo registradas pelo detector
que correlaciona os ions com um sinal de corrente elétrica. A magnitude do sinal elétrico em
funcdo da relacdo m/z € convertida por um processador de dados, que gera o espectro de
massas correspondente (GROSS, 2004). A técnica possui aplicacdo variada em acordo com
0 método de ionizagdo, sendo muito bem empregada na determinacdo de metabdlitos por
meio da massa molar e o perfil de fragmentacédo, além da obtencao do perfil metabolico sem
a identificacdo prévia dos metabolitos (VILLAS-BOAS & GOMBERT, 2006).

A MS exibe excelentes vantagens, como a andlise rapida dos metabolitos; a
preparacdo das amostras exige passos simples e pouca quantidade de amostra; alta
sensibilidade; uma extensa faixa de deteccio metabélica e etc (VILLAS-BOAS &
GOMBERT, 2006). Entretanto, a técnica também apresenta desvantagens, como a limitacdo
da caracterizacdo dos metabdlitos aos dados espectrométricos de MS/MS; podem ocorrer
interferéncias da matriz da amostral quanto a natureza quimica dos metabdlitos;
incompatibilidade com solventes fortemente idnicos ou tampdes (VILLAS-BOAS &
GOMBERT, 2006).

Um marco na evolugéo e expansao da espectrometria de massas foi o aprimoramento
de novas técnicas de ionizacdo, como a ESI (Electrospray lonization) ou electropulverizagao
(CROTTI, 2006). Um dos primeiros usos da ionizagdo por electropulverizagdo com
espectrometria de massas foi em 1968, relatado por Malcolm Dole, e em 2002, o Prémio
Nobel de Quimica foi para John Bennett Fenn pelo desenvolvimento da espectrometria de
massas por ionizacdo por electropulverizagcdo ao final de 1980 (Banerjee & Mazumdar,
2012). Ate antes do desenvolvimento dessa técnica, apenas moléculas pequenas e
termolabeis eram analisados por espectrometria de massas; apds o advento das técnicas
incorporando conceitos simples, mas revolucionarios com a formacdo de ions moleculares
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em solugdo, moléculas termolabeis, complexos organometalicos, polimeros e moléculas de
elevadas massas moleculares (até 1000 u), apresentaram respostas espectrométricas
caracteristicas por meio da ionizacdo em ESI-MS (STEWART, 1999; CROTTI, 2006).

Um dos grandes diferenciais entre o processo de ionizacdo e a deteccdo dos ions é o
analisador de massas, nos ultimos 15 anos desde o langcamento do primeiro espectrdmetro de
massas baseado em Orbitrap em 2005, necessidades crescentes da comunidade cientifica,
desafiaram e contribuiram continuamente para o desenvolvimento de tecnologias de HRMS
baseadas em Orbitrap (ELIUK & MAKARQV, 2015). O analisador hibrido Q-Orbitrap (Q
Exactive) combina o melhor do quadrupolo (Q) para a filtragem e isolamento de ions
precursores e o analisador Orbitrap empregado para a deteccdo de varreduras completas e
ions precursores e analises de MS/MS, sendo a plataforma ideal para a triagem ndo
direcionada ou direcionada com seletividade extremamente alta de substancias conhecidas e
desconhecidas em aplica¢Oes qualitativas e quantitativas com especificidade que excede em
niveis de resolucdo dos outros analisadores, como triplo quadrupolo (2,000), Q-Trap (2,000)
ou Q-TOF (40,000) em comparacdo com o Q-Orbitrap (140.000) (ELUIK & MAKARQV,
2015; MCLEISH et al., 2013).

Na prética, as abordagens metabolémicas por meio UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS nos
fornecem resultados amplos e representativos em relacdo aos materiais de estudo, bem como
a estratégia de metabolémica direcionada estabelecida por Castaldo e colaboradores (2019)
que combinaram um método quantitativo para 28 micotoxinas e uma triagem po6s-alvo para
outros 245 metabdlitos fangicos e bacterianos em amostras de alimentos secos para animais
(CASTALDO et al., 2019). Em estudos realizados por Rombouts e colaboradores (2017) sob
uma abordagem metabolémica ndo direcionada com os subprodutos da digestdo de carne
vermelha e carne branca que podem vim a contribuir para o desenvolvimento do cancer
colorretal, foram detectados vinte dois metabolitos inequivocamente associados a digestao
coldnica simulada de carne vermelha em correlagdo com o desenvolvimento do céancer
(ROMBOUTS et al., 2017).

Apesar do grande desenvolvimento nos métodos instrumentais de separacdo e
deteccdo, € amplamente reconhecido que as diferentes metodologias de abordagem
metabolémica nédo resolvem completamente os problemas enfrentados pelos pesquisadores
que tentam realizar fenotipagem metabolica abrangente (GIKA et al., 2019). Portanto, a

exploracdo e mineracdo das informacgdes presentes nos conjuntos de dados espectrais e
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cromatograficos derivados das analises metabolémicas podem ser lapidadas pelas analises
estatisticas multivariadas (CANUTO et al., 2017).

2.4 Analise dos Componentes Principais (PCA)

As andlises estatisticas multivariadas estdo cada vez mais presentes nos tratamentos e
refinamentos de dados multivariados de metabolémica. Os conjuntos de dados multivariados
resultantes de andlises instrumentais podem ser considerados aleatorios a primeira vista,
entretanto por meio das andlises estatisticas multivariadas os conjuntos de dados podem ser
interpretados por representacfes graficas reconhecendo padrdes e tendéncias ocultas nos
dados multivariados (ABDI & WILLIAMS, 2010). Tais representacdes gréficas podem ser
obtidas por meio de algoritmicos especificos desenvolvidos para representar graficamente a
maior quantidade de informacdo presente no conjunto de dados multivariados, como a
analise de componentes principais (PCA) (NETO & MOITA, 1998; FERREIRA et al., 1999;
ABDI & WILLIAMS, 2010)

A analise de componentes principais (PCA), do inglés, Principal Component Analysis
é uma ferramenta algoritmica de grande aplicacdo na analise de um grande volume de dados
variaveis, sendo muito empregada nas analises do metaboloma (VILLAS-BOAS &
GOMBERT, 2006). A PCA foi criada em 1901 por Karl Pearson, é um método algoritmico
que tende diminuir a dimensionalidade do conjunto de dados originais, conservando e
representando graficamente a maior quantidade de informacdo (varidncia acumulada)
(JOLLIFFE & CADIMA, 2016). A diminuicdo da dimensionalidade € obtida pela selecéo de
varidveis ortogonais significativas entre si, chamadas componentes principais (CP’s). Os
gréaficos obtidos em duas (2D) ou trés (3D) dimensfes projetam as amostras em um sistema
coordenadas cartesianas 2D ou 3D onde os eixos sdo as CP’s (JOLLIFFE & CADIMA,
2016). A primeira componente principal explica 0 maximo de variancia na série de dados, e
as componentes subsequentes descrevem o restante da variancia ndo explicada (ABDI &
WILLIAMS, 2010).

Na pratica, o algoritmo é extremamente Gtil em areas de estudos da metaboldémica,
como a ambiental, climatica, esportes de alto rendimento, entre outros (CANUTO et al.,
2017). Xu e colaboradores (2016) em uma abordagem metabolémica multidimensional
sobre uma aplica¢do quimiossistematica utilizando técnicas de cromatografia liquida de alta
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pressdo e espectrometria de massas de alta resolucdo desenvolveu um método
multidimensional de mobilidade de ions e juntamente com a analise multivariada de PCA,
delimitaram espécies de taxons de liquen (Cetraria) e suas fortes correlagbes com a
filogenia (XU et al., 2016). Em estudos quimiomeétricos, utilizando os algoritmicos de PCA
e a analise de componentes hierarquicos (HCA), com amostras do o6leo-resina de C.
multijuga Hayne , sendo a espécie endémica da Amazonia, foram observadas variagdes na
composi¢do quimica das amostras em funcdo do conteudo de p-cariofileno e de dxido de
cariofileno, confirmando a possibilidade de variacdo da composicdo quimica do 6leo-resina
proveniente de uma mesma espécie, além da deteccdo dos diterpenos marcadores de acido
copélico e pinifélico, e quanto as origens geograficas das amostras coletadas foram
observadas variacGes qualitativas quanto ao tipo de solo e os metabolitos presentes nos
Oleos-resinas (BARBOSA et al., 2012; BARBOSA et al., 2013).

Portanto, os estudos metabolomico dos géneros botéanicos contribuem para a
exploracdo da biodiversidade em prol das potencialidades e novas descobertas. Inimeras
espécies presentes na nossa biodiversidade ainda ndo foram estudadas quimica e/ou
farmacologicamente. O género Copaifera, em especial, possui importantes aplicacbes
farmacoldgicas na medicina popular, aplicacfes derivadas tanto do 6leo-resina quanto dos
Seus extratos vegetais, entretanto apesar da importancia farmacoldgica e medicinal, diversas
espécies ainda ndo foram estudadas em seus aspectos metabdlicos, tdo pouco suas possiveis
relacBes frente aos seus extratos vegetais. Portanto, uma abordagem metabolémica néo
direcionada com o auxilio da técnica hifenada de UHPLC-HRMS, configura-se como uma
excelente estratégia instrumental e metodoldgica para alcancar informacgdes da composicao
quimica e dos extratos, 6rgdos vegetais e espécies do género por meio da quimiometria,
especificamente com a PCA, verificando a distribuicdo e a composicdo quimica dos

metabdlitos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Explorar e descrever as caracteristicas do metaboloma das cinco principais espécies (C.
langsdorffii, C. multijuga, C. venezuelana, C. trapezifolia, C. lucens) do género Copaifera

(Fabaceae).

3.2 Objetivos especificos

. Obter os perfis metabdlicos por UHPLC-HRMS dos extratos de media e alta
polaridade de diferentes 6rgaos vegetais de espécies do género Copaifera;

ii. Caracterizar os metabdlitos presentes na composicdo quimica por meio dos
perfis de fragmentacdo MS?;

iii. Analisar os dados multivariados das analises cromatograficas por PCA;

iv. Analisar e descrever a metabolémica ndo direcionada permitindo a identificacéo
de caracteristicas e similaridades por 6rgao vegetal, extrato e espécie botanica.
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4. METODOLOGIA

A metodologia empregada foi organizada de acordo com o fluxograma da figura 1.

Figura 1. Fluxograma geral da metodologia empregada.

Espécies Orgios vegetais

C. langsdorffii ~ folhas, cascas, sementes e flores

C. multijuga folhas, cascas e galhos )
Maceragio 48 hrs Banco de metabolicos
: C. vnezuelana cascas e galhos Vo aifer
AcOEt e MeOH = Copaifera
C.lucens folhas e cascas
C. trapezifolia folhas

Cromatografia
filtrante (microescala)

Dados

Cromatograficos

Andlises em UHPLC-
Q-Orbitrap-HRMS

[ Dados espectrométricos

principais componentes

Determinagdo dos
por analises de PCA

Preparagio de
amostras p/ UHPLC [

Detecgio e 1dentificagdo
tentativa dos metabolitos

MS? . -
presentes nos Orgdos vegetais

4.1 Material Vegetal e Padrdes de referéncia

Os materiais vegetais foram obtidos a partir de cinco especies do género Copaifera

provenientes das regifes norte e sudeste do Brasil. As espécies adquiridas foram C.

multijuga Hayne, C. venezuelana Harms & Pittier, C. langsdorffii Desf., C. trapezifolia

Hayne e C. lucens Dwyer. No quadrol, temos a disposicdo das espécies adquiridas e seus

respectivos locais de origem do material vegetal registrados nos Herbarios do INPA e no

Jardim Boténico do Rio de Janeiro. O quadro 2 dispde 0s 6rgaos vegetais e espécies obtidas

para o estudo metabolémico.
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Quadro 1. Relacdo das espécies, regides coletadas e datas das coletas.

- . N° do projeto N° de Data da
Espécies Locais de Coleta (SisGen) exsicata coleta
C. multijuga Hayne Manaus/ AM A09F694 INPA82418 03/2011
C. venezuelana Harms & Pittier Coari/ AM A9CDFOF INPA229668 04/2009
C. langsdorffii Desf. Campinas/SP A3AES56C RB344931 12/1999
C. trapezifolia Hayne Séo Miguel Arcanjo /SP Al10C77E RB142240  04/2000
C. lucens Dwyer JBRJ - Rio de Janeiro/ R]  ADCD561 RB301745  10/2005
Quadro 2. Partes vegetais adquiridas para o estudo.
Espécies Partes Vegetais
P Folhas Cascas Galhos Sementes  Flores

C. langsdorffii X X X X X

C. multijuga X X X - -

C. lucens X X - - -

C. venezuelana - X X - -

C. trapezifolia X - - - -

No quadro 3, temos a relacdo dos padrGes de referéncia obtidos da marca Sigma
Aldrich, utilizados como suporte nas deteccBes e identificagdes dos metabolitos presentes
nos extratos.

Quadro 3. Relacdo de padrdes utilizados como referéncia para as analises em UHPLC-Q-
Orbitrap-HRMS.

Lista de Padrdes Analiticos
Acido galico
() epicatequina
Quercetina
Quercetina-3-0O-L-glucosideo
Canferol
Apigenina

4.2 Extragdes em Acetato de etila e Metanol

Os materiais vegetais foram secos e triturados em moinho e submetidos a extragdes
sucessivas por maceracdo em temperatura ambiente (25°C) por 48 horas nos solventes

acetato de etila (AcOEt) e posteriormente em metanol (MeOH) na razéo de 1 g de material
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vegetal para 10 mL de solvente, e por fim, concentradas em evaporador rotativo. Os extratos
brutos resultantes foram mantidos sobre refrigeracdo até as respectivas analises

cromatograficas e espectrométricas.

A conservagédo dos extratos em baixas temperaturas possibilitou melhor estabilidade
evitando possiveis oxidagGes com o risco da formacdo de artefatos ou contaminagdes, assim

como conservando a integridade dos metabdlitos presentes nos extratos.

4.3 Cromatografia de filtracdo em microescala em gel de silica flash

A cromatografia de filtracdo visou a exclusdo dos constituintes apolares presentes
nos extratos brutos que poderiam vim a interferir negativamente nas analises. Os extratos
brutos (15 mg) foram submetidos a cromatografia de filtracdo em microescala adaptadas em
pipetas de Pasteur (150 mm de comprimento e 5,5 mm de didmetro interno). Estas foram
recheadas com 1g silica 70-230 mesh (SilicaFlash® G60 e F60 de marca SILICYCLE),
utilizando os eluentes hexano 100 % (3x 3mL) e o solvente extrator 100% (3x 3mL) (AcOEt
ou MeOH), ambos os solventes utilizados foram adquiridos da marca TEDIA. Depois de

filtrados, os extratos foram secos.

4.4 Cromatografia de ultra performance acoplada a espectrometria de massas de
alta resolucédo (UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS)

As andlises cromatograficas e espectrométricas foram realizadas no Laboratdrio de
Apoio ao Desenvolvimento Tecnoldgico (LADETEC) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ). As amostras foram preparadas na concentragdo de 1mg/mL em metanol
(grau HPLC TEDIA) e 20 pL foram retirados e diluidos em 980 pL de metanol. Apds a
preparacdo das amostras, as mesmas foram filtradas novamente em uma membrana de 0,45
um de PTFE w/GMF da marca WHATMAN como norma padrdo para uma analise de alto
rendimento livre de possiveis impurezas e interferéncias. Foi utilizado um cromatégrafo
liquido de alto desempenho (Dionix Ultimate 3000) acoplado ao espectrometro de massas de
alta resolucdo (Q Exectuve hibrido Quadrupolo-Orbitrap), ambos da THERMO
SCIENTIFIC. Foi utilizada a coluna Syncronis C18 (2,1 x 50 mm, particula de 1,7 um) da
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THERMO FISHER SCIENTIFIC. As fases moveis foram a solucdo aquosa de &cido
férmico 0,1%: formiato de amonio 5mM (A) e metanol (B). A programagéo de gradiente foi:
0% a 30% de solvente B (5,45% min™), tempo da corrida de 0-9 min e 2 min de fluxo
constante para limpeza da coluna entre amostras. A taxa de fluxo foi de 1 mL min™ e o

volume de injecdo de 10 pL.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ions positivo e negativo usando
a comutacdo rapida de polaridade, definindo dois eventos de varredura (MS de ions e
fragmentacdo MS?) com uma resolucéo de 140000 a m/z 200 e <1 ppm de precisido em
massa. As condi¢fes do modo de ionizagdo positiva (ESI +) foram: voltagem do spray 3,9
kV; temperatura do capilar 380 °C. As condi¢Ges do modo de ionizagdo negativo foram:
voltagem de spray 2,9 kV; temperatura do capilar 380°C. O intervalo de varredura foi de m/z
100-900. Os cromatogramas e 0s espectros gerados foram processados no programa
Xcalibur 3.0. As anélises de MS* ocorreram no quadrupolo (g) e MS? no orbitrap. Os perfis
de fragmentacdo MS? dos fons precursores foram avaliados e comparados com dados
espectrais disponiveis na literatura cientifica com procedimentos experimentais similares
(ESI-MS") e os dados espectrais disponiveis nos banco de dados virtuais MoNA —
MassBank of North America (http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/) e a HMDB — The
Human Metabolome Database (http://www.hmdb.ca/).

4.5 Pré-tratamento dos dados multivariados

As dados multivariados obtidos em analises em triplicata tiveram como parametros os
coeficientes de variagdo estipulados por Rombouts e colaboradores (2019) para estudos
metaboldmicos, para 0 TR é aceitdvel coeficiente de variagdo de <2%, e para 0sS
constituintes minoritarios <30% de variacdo, e para 0os majoritarios <20% em termos da
AR% (ROMBOUTS et al., 2019).

Os dados multivariados foram obtidos a partir da integragdo manual dos picos
cromatogréaficos estabelecendo um limite de detec¢do >0,10% de area relativa média (AR),
abaixo desse limite os dados foram considerados como ruidos operacionais, portanto nao
foram considerados nas analises multivariadas. Para as analises estatisticas multivariadas
foram construidas duas tabelas mestras, uma para os dados derivados das amostras extraidas

em AcOEt e outra para os dados derivados das amostras em MeOH. Para as analises
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multivariadas dos dados em AcOEt foi utilizada uma tabela composta de 12 amostras x 147
variaveis (TR min) e para os dados em MeOH foi utilizada uma tabela composta de 12
amostras x 161 variaveis (TR min). Os ions detectados foram introduzidos na discussao dos

dados multivariados analisados a fim de mesclar as informag6es obtendo uma visao geral.

4.6 Analises estatisticas multivariadas (PCA)

As analises estatisticas multivariadas sdo usadas para extrair a informacao relevante
dos dados, a avaliacdo dos dados extraidos possibilitam a classificacdo e discriminagdo das
entidades ou metabolitos responsaveis por diferenciar as amostras. A analise de
componentes principais (PCA, do inglés, principal componente analysis) foi realizada
utilizando o software Origin 2017, graphing & analysis, versdo 94E. O alinhamento dos
dados cromatograficos foi feito manualmente observando os tempos de retengdo e o ion-base
de todas as analises. Este software permitiu a analise de dados multivariados exportados de
tabelas padronizadas no formato csv. A série de dados obtidos por UHPLC-Q-Orbitrap-

HRMS foram submetidos as analises de PCA com extracdo de seis componentes principais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Banco de metabdlitos do género Copaifera

O banco de metabdlitos construido a partir do levantamento de mais de 25 trabalhos de

carater fitoquimico exploratorio com extratos de baixa a alta polaridade das folhas, cascas e

frutos das espécies do género Copaifera. Um total de quatro espécies (C. langsdorffii, C.

officinalis, C. Trapezifolia e C. multijuga) apresentaram estudos na literatura cientifica entre

1986 a 2019. A relacdo dos 81 metabolitos encontrados nas espécies de Copaifera se

encontram dispostos no quadro 4 e contribuirdo juntamente com o estudo metaboldmico em

questdo para a compreensdo do metaboloma do género e seus metabdlitos secundarios. Os

dados auxiliaram nas identificacdes dos perfis de fragmentacio MS? dos metabélitos

detectados nos 6rgdos vegetais das espécies do género Copaifera.

Quadro 4. Banco de dados dos metabdlitos levantados no Género Copaifera

Aminoéacido
Estruturas Nomes Espec\l/eegellg?terlal Fontes
HO \ LANGNHEIM et. al.,
)\Q N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina C.langsdorffii 1986; MACEDO et.
© / ) (Folhas) al., 1989; VEIGA
" oH JUNIOR et. al., 2006
Sesquiterpenos
LANGNHEIM et. al.,
C.langsdorffii 1986; MACEDO et.
a-Cubebeno (2) (Folhas) al., 1989; VEIGA
JUNIOR et. al., 2006
N LANGNHEIM et. al.,
_Copaeno (3) C.langsdorffii 1986; MACEDO et.
a--op (Folhas) al., 1989; VEIGA
H JUNIOR et. al., 2006
: Clangsdorffii  LANGNHEIM et al.
Cipereno (4) ' (Folhas) 1986; MACEDO et.
al., 1989

Continua
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S-Humuleno (5)

Muuroleno (6)

p-Selineno (7)

J-Cadineno (8)

y-Cadineno (9)

Oxido de cariofileno (10)

S-Cubebeno (11)

Espatulenol (12)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Cascas)

C.trapezifolia
(Folhas)
C.langsdorffii
(Cascas)

C.trapezifolia;

LANGNHEIM et. al.,
1986; MACEDO et.
al., 1989

LANGNHEIM et. al.,
1986; MACEDO et.
al., 1989

LANGNHEIM et. al.,
1986; MACEDO et.
al., 1989

LANGNHEIM et. al.,
1986; MACEDO et.
al., 1989

LANGNHEIM et. al.,
1986; MACEDO et.
al., 1989

LANGNHEIM et. al.,
1986; MACEDO et.
al., 1989; VEIGA
JUNIOR et. al., 2006:
LEMOS et. al., 2015

VEIGA JUNIOR et.
al., 2006

VEIGA JUNIOR? et.
al., 2006; VEIGA
JUNIOR® et al., 2006

LEMOS et. al., 2015;

fS-Cariofileno (13) C.langsdorffii VEIGA JUNIOR et.
(Folhas) al., 2006°
Diterpenos
SOUSA et. al., 2012;
C.langsdorffii COSTA et. al., 2015;

Acido ent-caurendico (14)

(Folhas; Cascas)

VEIGA JUNIOR et.
al., 2006°
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Acido 2-hidroxi-labda-7,13-dien-15- C.langsdorffii SOUSA et al. 2012
ico (15) (Folhas) o
. . C.langsdorffii VEIGA JUNIOR® et.
Acido copélico (16) (Ca?scas) al. 2006
. . a
Acido colavénico (17) C.Iﬁgg]ssgac;;ffu VEIG':‘I JLZJONOI?R et
Kaurenol (18) C"(E‘Fr‘gli‘i‘;;ﬁ” SOUSA et. al., 2012
Acido polidltico (19) C"?Qﬂft‘ics’)rﬁ” NETO et. al., 2008
Acido nivenolideo (20) C"?,?thgg)rﬁ” NETO et. al., 2008
Cumarina
N C.langsdorffii; VEIGA JUNIOR,
m Cumarina (21) C.officinalis 2007; NETO et. al.,
o~ o (Sementes; Frutos) 2008
Acidos Graxos
%w Acido hexadecanoico (22) (iégfr:;l]rt]:sgs VEIGAZ\(;J(EJ?NIOR,
(o]
K/V\/\VZ/\(OH Acido octadec-9-endico (23) (ilsgfrzggt]:sgs VEIGAZ‘OJ:?NIOR’
o
" C. officinalis VEIGA JUNIOR,
OH Acido octadecandico (24) ' . 2007; NETO et. al.,
(Sementes; Frutos) 2008
[e]
WMOH ‘. - C. officinalis VEIGA JUNIOR,
I Acido decandico (25) (Sementes) 2007
mw Acido eicosandico (26) 25222:3235 VEIGAZ‘O%J?NIOR’
[e]
m Acido docosantico (27) (ilsgfr:g:]rt]:sl;s VEIGAZ‘OJOL;NIOR’
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. - C. officinalis VEIGA JUNIOR,
on Acido tetracosandico (28) (Sementes) 2007
Esqualeno
C. officinalis VEIGA JUNIOR,
Esqualeno (29) (Sementes) 2007
Triterpenos
C.langsdorffii VEIGA JUNIOR® et.
Campesterol (30) (Cgscas) al. 2006
. C.langsdorffii VEIGA JUNIOR® et.
Estigmasterol (31) (Cgscas) al. 2006
. C.langsdorffii VEIGA JUNIOR® et.
p-Sitosterol (32) (Ca?scas) al. 2006
C.langsdorffii VEIGA JUNIOR® et.
Lupeol (33) (Cascas) al., 2006
- e a
Acido betulinico (34) C"("‘é‘g:cda‘;;ﬁ” VEIGAILIOR e

Acidos fenélicos

Acido p-cumarico (35)

Acido o-cumarico (36)

Acido cinamico (37)

Acido benzoico (38)

Acido galico (39)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.langsdorffii
(Frutos)

BATISTA et. al., 2016

BATISTA et. al., 2016

BATISTA et. al., 2016

BATISTA et. al., 2016

BATISTA et. al., 2016
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Acidos galoilquinicos

G1: galoil

(16) R3:G1;R4:H;R5:H
(17): Ry=H; R;=G1; Rs=G1
(18): Ry=H: R,=H; Rs=G1
(19): R:=G2; R,=H; Rs=H
(20): Ry=H: R,=G2; Re=H
(21): Ry=H: R;=H; Rs=G2
(22) R3:Gl;R4:G1;R5:H
(23) R3:G2, R4:G:|., R5:H
(24) R3:G:|., R4262, R5:H
(25) R3:G2, R4262, R5:H
(26): R3=G1; R4=H; R5=G1
(27): R3=G2; R4=H;R5=G1
(28): R3=G1; R4=H;R5=G1
(29): R3=G2;R4=H;R5=G2
(30) R3:H;R4:Gl;R5:G1
(31) R3:H; R4:G2, R5:G1
(32) R3:H; R4:G1, R5:G2
(33) R3:H; R4:G2, R5:G2
(34): R,=G1; R,=G1: Rs=GL
(35): R,=G2; R,=G1: Re=GL
(36): R;=G1:R,=G2;Rs=G1
(37): R;=G1; R,=GL: Re=G2
(38): Ry=G2; R,=G2: R;=G1
(39): Ry=G2; R,=GL: R;=G2

(40): R3=G1; R4=G2; R5=G2
(41): R3=G2: R4=G2:R5=G2

Hooc,_  OH A0
| X
\‘3 5 3
Ry0" 47 OR, HO OCHj
OR, OH

Acido quinico

G2: 3-O-metil galoil

Ac. 3-O-(galoil) quinico (40)

Ac. 4-O-(galoil) quinico (41)

Ac. 5-O-(galoil) quinico (42)
Ac. 3-0-(3-O-metil galoil) quinico (43)
Ac. 4-0-(3-O-metil galoil) quinico (44)
Ac. 5-0-(3-O-metil galoil) quinico (45)

Ac. 3,4-di-O-(galoil) quinico (46) C. langsdorffii
Ac. 3-O-(3-0-metil galoil)-4-O-(galoil) quinico (47) (Folhas)
Ac. 3-0-(galoil)-4-O-(3-O-metil galoil) quinico (48)
Ac. 3,4-di-O-(3-O-metil galoil) quinico (49) MOTTA, 2014,
Ac. 3,5-di-O-(galoil) quinico (50) MOTTA®et al., 2017,
Ac. 3-0-(3-0-metil galoil)-5-O-(galoil) quinico (51) MOTTAP et al., 2017

Ac. 3-0-(galoil)-5-0-(3-0O- metil galoil) quinico (52)

Ac. 3,5-di-O-(3-O-metil galoil) quinico (53)
Ac. 4,5-di-O-(galoil) quinico (54)

Ac. 4-0-(3-0O-metil galoil)-5-O-(galoil) quinico (55)
Ac. 4-0-(galoil)-5-0O-(3-O-metil galoil) quinico (56)

Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.
Ac.

Ac. 4,5-di-O-(3-O-metil galoil) quinico (57)

Ac. 3,4,5-tri-O-(galoil) quinico (58)
3-0-(3-0-metil galoil)-4,5-di-O-(galoil) quinico (59)
4-0O-(3-O-metil galoil)-3,5-di-O-(galoil) quinico (60)
5-O-(3-0O-metil galoil)-3,4-di-O-(galoil) quinico (61)
3,4-di-O-(3-O-metil galoil)-5-O-(galoil) quinico (62)
3,5-di-O-(3-O-metil galoil)-4-O-(galoil) quinico (63)
4,5-di-O-(3-O-metil galoil)-3-O-(galoil) quinico (64)
Ac. 3,4,5-tri-O-(3-O-metil galoil) quinico (65)

Derivados de catequina

OH
OH
HO. I 0. O
(o]
OH > OH
o]
OH
OH
OH
OH
HO O
m"”

: : C.langsdorffii
(-)-Epicatequina galato (66) (Frutos) BATISTA et. al., 2016
(+)-Catequina (67) C.langsdorffii  gaTISTAEL. al., 2016
(Frutos)
(-)-Epicatequina (68) C.langsdorffii  gATISTA et al., 2016
(Frutos)

Flavonoides
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Quercetina-3-O-glucosideo (69)

Quercetina (70)

Quercetina-3-O-rutosideo (71)

Quercetina-3-O-ramnosideo (72)

Quercetina-3-O-ramnosideo (73)

Canferol-3-O-ramnosideo (74)

3°,5-di-hidroxi-4’,5,6-tri-
metoxiflavona (75)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

C.langsdorffii
(Folhas)

BATISTA et. al., 2016

BATISTA et. al., 2016

BATISTA et. al., 2016

SOUSA et. al., 2012;
BRANCALION,
2010; FURTADO et.
al., 2015; COSTA et.
al., 2015

SOUSA et. al., 2012;
BRANCALION,
2010; FURTADO et.
al., 2015; COSTA et.
al., 2015

SOUSA et. al., 2012;
BRANCALION,
2010; FURTADO et.
al., 2015; COSTA et.
al., 2015

COSTA et. al., 2015

Taninos condensados

Epicatequina-(44-8)-catequina (76)

C.langsdorffii
(Frutos)

BATISTA et. al., 2016
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Conclusao

Epicatequina-(44-8)-epicatequina
(7

Epicatequina-(44-8)-epiafzelequina
(78)

OH

OH
oH i . ©/ Epicatequina-(4-8)-epiafzelequina-

HOCCJ. (45-8)-epiafzelequina (79)
OH i o ©/

Ho O Epicatequina-(4/-8)-epiafzelequina-
@i} “om oH (4p-8)-epiafzelequina-(44-8)-
o ©/ epiafzelequina (80)

HO@Q o Epicatequina-(4-8)-epiafzelequina-
b o ©/ (4-8)-epiafzelequina-(44-8)-
@O epiafzelequina-(44-8)-epiafzelequina

Sodel (81)

C.langsdorffii
(Frutos)

C.multijuga
(cascas)

C.multijuga
(cascas)

C.multijuga
(cascas)

C.multijuga
(cascas)

BATISTA et. al., 2016

PEREIRA et al., 2018

PEREIRA et al., 2018

PEREIRA et al., 2018

PEREIRA et al., 2018
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5.2 Perfis de fragmentacdo dos metabdlitos detectados nos extratos dos drgaos

vegetais

O estudo do perfil metabolémico dos extratos dos 6rgaos vegetais seguiu 0 modo ndo
seletivo visando a observagdo simultdnea do maior numero de metabolitos detectaveis de
acordo com a faixa de m/z 100-900 e os perfis de fragmentacdo MS? para 0s fons precursores
em varredura completa. Foram analisados seis padrdes de referéncia: acido galico;
epicatequina; quercetina-3-O-glucosideo; quercetina; canferol e a apigenina. Os padrbes de
referéncia delimitaram regiGes especificas do cromatograma entre 0-9 min com uma taxa de
variacdo média no tempo de retencdo (TR) de 0,05 min, como ilustrado na figura 2 e
auxiliaram na deteccdo dos metabdlitos. Os espectros MS? dos padrdes de referéncia

encontram-se nos anexos 1-6.

Em comparacdo, o0 modo de ionizacdo negativa revelou uma melhor sensibilidade e
picos mais observaveis que no modo positivo, especialmente na gama de eluicdo dos
polifendis, como os &cidos galoilquinicos, flavonoides e os taninos condensados. Os
polifendis sdo substancias relativamente polares com grupos carboxilicos ou fendis nas
moléculas, e assim podem ser facilmente ionizados no modo de ions negativos. Além disso,
as caracteristicas espectrais de ions negativos mostraram ions [M-H]- fortes e ruido quimico
mais baixo, resultando em maiores relagdes sinal-ruido para os metaboélitos detectaveis,
portanto, maior sensibilidade (FARAG et al., 2013). Assim, todas as amostras e

identificacGes dos metabdlitos foram realizadas no modo de ionizacgéo negativa.

Figura 2. Cromatogramas dos padrdes de referéncia analisados.

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

. TR 5,25 min TR 6.05 min TR 6,57 min
TR 0,94 min Quercetma-3-O-glucosideo  Quercetina i Apigenina
Ac. Galico m/z 463,088 m/z 301,035 m/z 269,045
100~ m/z 169,013 ‘l\ ‘
003 TR 3,59 min /
3 Epicatequina ‘ TR 643
805 miz 289,072 Canferol
| 2 285,01
BE l
g 7
g 607
s 3 \
2 503 |
2 3 ~
& 407
¢ 3 \ [
| 1 |
307
: \ | l
203 | ! I AN b
] T 74N —
3/ ] N |1
103 - i N 1{?!
3 \ N
0 T T T T LAMBS RAns Mans nasy nass anninans anas nand | T T 1
0 1 2 3 4 5 6 8 9

Time (min)

46



Foram detectados 47 metabolitos, dos quais quatro substancias foram identificadas
com o auxilio dos padrdes de referéncia (TR min e perfil de fragmentacdo MS?): apigenina,
canferol, quercetina e quercetina-3-O-glucosideo. As estruturas dos metabolitos detectados
foram estabelecidas por meio da analise comparativa entre os dados espectrométricos dos
padrdes de referéncia e vias de fragmentacao similares, os dados da literatura cientifica com
procedimentos experimentais similares (ESI-MS") e os dados espectrais disponiveis nos
banco de dados virtuais MoNA - MassBank of North  America
(http://mona.fiehnlab.ucdavis.edu/spectra/) e a HMDB — The Human Metabolome Database
(http://www.hmdb.ca/).

5.2.1 Derivados de acido benzoico e acido cinamico

Foram detectados derivados de acido benzoico e acido cindmico, ambos produzidos a
partir da via metabdlica do acido chiquimico, uma importante via biosintética na producédo
das substancias aromaticas (SHASHANK et al., 2013). As substancias que possuem 0 grupo
carboxila como principal funcdo na estrutura, apresentam padrées analogos de
fragmentacdo, como a perda de CO; (-44 u) e H,O (-18 u) (KANG e tal., 2016). Por meio
dos experimentos de MS? foi possivel observar os principais fons fragmentos presentes

nessas substancias acidas.

O é&cido 3-hidroxi-benzoico foi detectado a partir do ion precursor m/z 137,023 [M-
H]" no TR 3,46+0,06 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou uma perda
caracteristica de CO; (-44 u) resultado da descarboxilacdo e formacéo do ion fragmento m/z
93,033 [M-CO,-H] caracteristico do fenol de acordo com o espectro de MS? na figura 3. O
perfil de fragmentacdo foi comparado com os dados espectrometricos disponiveis no banco

de dados virtual HMDB e resultados similares foram alcangados por GRUZ et al., 2008.
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Figura 3. Perfil de fragmentacdo do ion precursor m/z 137,023.

T: FTMS - p ESId Full ms2 137.0233@hcd30.00 [50.0000-160.0000]
93.033
1004
90
80

70

60 H
50 ©\ Perda de CO? (-44 u)
407 OH

o] m/z 93,033

OH
m/z 137,023
] 137.023
20 1

10 94.037

E 58.426 65.695 101.511 108.021
O s B P e e e e

T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130
m/z

77.225 81.752
T T

O é&cido 2,5-di-hidroxi-benzoico também conhecido como é&cido gentisico, foi
detectado a partir do ion precursor m/z 153,018 [M-H] no TR 2,21+0,12 min e o perfil de
fragmentacdo MS? apresentou uma perda caracteristica de CO, (-44 u), resultado da
descarboxilacdo e formacdo do ion fragmento m/z 109,028 [M-CO,-H] de acordo com o
espectro de MS? na figura 4. O perfil de fragmentagdo foi comparado com os dados
espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual HMDB e resultados similares foram
alcancados por CHANDRASEKARA & SHAHIDI, 2011.

Figura 4. Perfil de fragmentagdo do ion precursor m/z 153,018.

T: FTMS - p ESId Full ms2 153.0182@hcd30.00 [50.0000-175.0000]
109.028

100
] b
907 HO
] Perda de o
807 CO? (-44 u)
1 oH «— " Oy OH
704
] m/z 109,028
] HO
60
so—f OH
1 m/z 153,018
40
E 153.018
30
204
10
OE 53.376 66.874 82.063 87.426 91.173 104.422 ‘ 118.218 148.583
50 60 70 80 %0 100 110 120 130 140 150

O acido cumarico foi detectado a partir do ion precursor m/z 163,039 [M-H] no TR
3,51 +0,12 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou uma perda caracteristica de CO,
(-44 u) resultado da descarboxilagdo e formacédo do ion fragmento m/z 119,049 [M-CO,-H]
e o ion fragmento m/z 93,033 [M-C3H30,-H] foi caracteristico do fenol de acordo com o

espectro de MS? na figura 5. A regido aglomerada de fons préximos ao fon precursor deve-se
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a ionizacdo simultanea de pelo menos outros quatro ions na mesma faixa da massa do ion
precursor, pois se trata de uma amostra complexa de extrato vegetal com milhares de
metabdlitos presentes. O perfil de fragmentacdo foi comparado com os dados
espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual HMDB e resultados similares foram
alcancados por HERAS et al., 2016.

Figura 5. Perfil de fragmentacdo do ion precursor m/z 163,039.

162.892  163.039
T: FTMS - p ESId Full ms2 163.0390@hcd30.00 [50.0000-185.0000]
119.049
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70 e
3 HO o
60 X\ “OH
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— \
R H HO/:
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] / 163.076
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E OH ‘16‘28\ frrr
3 : - 2|
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] N .
107 161023 L
] N .
B 61.987 80.563 93.033 112.789 ‘ 135.\003 Lo
Ot e T e e e b e
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O acido cafeico foi detectado do ion precursor m/z 179,034 [M-H] no TR 3,62 +0,02
min e o perfil de fragmentacéo MS? apresentou perda caracteristica de CO, (-44 u) resultado
da descarboxilagdo e formacédo do ion fragmento m/z 135,044 [M-CO,-H] de acordo com o
espectro de MS? na figura 6. O perfil de fragmentagdo foi comparado com os dados
espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual HMDB e resultados similares foram
alcancados por HERAS et al., 2016.

Figura 6. Perfil de fragmentac&o do ion precursor m/z 179,034.
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O é&cido 4-hidrdxi-fenilactico também conhecido como acido 2-hidroxi-3-(4-hidroxi-
fenil)-propanoico foi detectado a partir do ion precursor m/z 181,050 [M-H]" no TR
3,72+0,04 min e no perfil de fragmentacdo MS? apresentaram-se perdas caracteristicas de
H.O (-18 u) e CO; (-44 u) resultando desde a desidratacdo na formacdo do ion fragmento
m/z 163,039 [M-H,0-H] e a consequente descarboxilacdo resultando na formacdo do ion
fragmento m/z 119,049 [M-CO,-H] de acordo com o espectro de MS? na figura 7. O fon
fragmento m/z 107,049 foi resultante da dissociagdo da ligagdo entre os carbonos o ¢ [
préximos ao grupo carboxilico. O perfil de fragmentacdo foi comparado com os dados
espectrométricos disponiveis nos bancos de dados virtuais HMDB e MoNA. Resultados
similares foram obtidos por SANTOS et al., 2010.

Figura 7. Perfil de fragmentacdo do ion precursor m/z 181,050.

o OH H
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O 4cido 3-O-(2-hidrdxi-fenil) propanoico foi detectado a partir do ion precursor m/z
165,055 [M-H] no TR 4,82 +0,05 min e no perfil de fragmentacdo MS? apresentaram-se
perdas caracteristicas de H,O (-18 u) e CO; (-44 u) resultando nos ions fragmentos m/z
147,044 [M-H,0-H] e 121,065 [M-CO,-H] decorrentes dos processos de desidratacdo e
descarboxilagdo do fon precursor m/z 165,055 de acordo com o espectro MS? na figura 8. O
perfil de fragmentacdo foi comparado com os dados espectrométricos disponiveis no banco
de dados virtuais HMDB e resultados similares foram alcancados por JAGANATH et al.,
2009.
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Figura 8. Perfil de fragmentacdo do ion precursor m/z 165,055.
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5.2.2 Derivados de acidos graxos e acidos diterpenos

O 4cido sebécico foi detectado a partir do ion precursor m/z 201,112 [M-H] no TR

6,11+0,04 min e no perfil de fragmentacdo MS? apresentaram-se perdas caracteristicas de
H.O (-18 u) e CO; (-44 u) resultando nos ions fragmentos m/z 183,102 [M-H,O-H] e

139,112 [M-CO,-H]  decorrentes dos processos de desidratacdo e descarboxilacédo

subsequentes da fragmentacéo do fon precursor m/z 201,112 de acordo com o espectro MS?

na figura 9, a seguir. O perfil de fragmentacdo foi comparado com os dados

espectrométricos disponiveis no banco de dados virtuais HMDB e MoNA e resultados

similares foram alcancados por KUMAR et al., 2004.

Figura 9. Perfil de fragmentacdo do ion precursor m/z 201,112.
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O écido 9-(2,3-di-hidroxipropoxi)-9-oxononandico foi detectado a partir do ion
precursor m/z 261,135 [M-H] no TR 5,31+0,08 min e o perfil de fragmentacdo MS?
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apresentaram-se perdas caracteristicas de C3HgO, (-74 u) e C,HgO (-63 u) resultando nos
ions fragmentos m/z 187,097 [M- C3H¢O,-H] e 125,096 [M- C3H¢O,-C,HsO-H] de acordo
com o espectro MS? na figura 10. O perfil de fragmentagdo foi comparado com os dados

espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual MoNA.

Figura 10. Perfil de fragmentac&o do ion precursor m/z 261,135.
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O é&cido abscisico foi detectado a partir do ion precursor m/z 263,129 [M-H] no TR
5,31+0,08 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentaram-se perdas caracteristicas de
H,O (-18 u) e CO, (-44 u) resultando nos ions fragmentos m/z 245,080 [M-H,O-H] e
219,138 [M-CO,-H]". A partir do ion fragmento m/z 219,138 inferiu-se uma perda de radical
*CHj3 (-15 u) resultando no ion fragmento m/z 204,115 [M-CO,-CHs-H] de acordo com o
espectro MS? na figura 11. O perfil de fragmentacdo foi comparado com os dados
espectrométricos disponiveis no banco de dados virtuais HMDB e MoNA. Resultados
similares foram alcancados por ROSS et al., 2004.

Figura 11. Perfil de fragmentagéo do ion precursor m/z 263,129.
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O éacido araquidoénico foi detectado a partir do ion precursor m/z 303,196 [M-H] no

TR 7,31+0,08 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou uma perda caracteristica de

CO; (-44 u) resultando no ion fragmento m/z 259,206 [M-CO,-H] decorrente do processo

de descarboxilagdo de acordo com o espectro MS? na figura 12. O perfil de fragmentacéo foi

comparado com os dados espectrométricos disponiveis no banco de dados virtuais HMDB e
MoNA. Resultados similares foram alcangados por BOLLINGER et al., 2013.

Figura 12. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 303,196.
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O é&cido (E)-5-(1,2,4a,5-tetrametil-7-0x0-3,4,8,8a-tetra-hidro-2H-naftalen-1-il) -3-
metilpent-2-endico foi detectado a partir do ion precursor m/z 317,212 [M-H] no TR

8,08+0,05 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentaram-se perdas caracteristicas de
H.O (-18 u) e CO; (-44 u) resultando nos ions fragmentos m/z 299,166 [M-H,O-H] e
273,222 [M-CO,-H]  decorrentes dos processos de desidratacdo e descarboxilagdo de acordo

com o espectro MS? na figura 13. O perfil de fragmentagdo foi comparado com os dados

espectrométricos disponiveis no banco de dados virtuais MoNA.

Figura 13. Perfil de fragmentacgéo do ion precursor m/z 317,212.
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O é&cido 5-[(8a S)-2,5,5,8a-tetrametil-3-0x0-44a,6,7,8-tetrahidro-4H-naftalen-1-il]-3-
metilpentandico foi detectado a partir do ion precursor m/z 319,228 [M-H] no TR
8,20+0,10 min e no perfil de fragmentacdo MS? apresentaram-se perdas caracteristicas de
H.O (-18 u) e CO; (-44 u) resultando nos ions fragmentos m/z 301,218 [M-H,O-H] e
275,238 [M-CO,-H]  decorrentes dos processos de desidratacdo e descarboxilacdo de acordo
com o espectro MS? na figura 14. O perfil de fragmentagdo foi comparado com os dados

espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual MoNA.

Figura 14. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 319,228.
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O é&cido 1,3,4,9,10,10a-hexahidro-5-hidréxi-6-metoxi-1,1-dimetil-7-(1-metiletil)-
,(4aR)-4a(2H)-fenantranocarboxilico foi detectado a partir do ion precursor m/z 345,145 [M-
H]" no TR 8,77+0,02 min e no perfil de fragmentacio MS? apresentaram-se perdas
caracteristicas de CO, (-44 u) e radical *CHj3 (-15 u) e resultando nos ions fragmentos m/z
301,160 [M-CO,-H] e 286,136 [M-CO,-CHs-H]decorrentes dos processos de
descarboxilacdo e dissociacdo homolitica subsequente do ion precursor m/z 301,160 de
acordo com o espectro MS? na figura 15. O perfil de fragmentacdo foi comparado com os
dados espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual MoNA.
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Figura 15. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 345,149.
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A giberelina A29 foi detectada a partir do ion precursor m/z 347,186 [M-H] no TR

7,30+0,03 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentaram-se perdas caracteristicas de

H,O (-18 u) e duas perdas subsequentes de CO, (-44 u) que resultaram nos ions fragmentos

m/z 329,176 [M-H,O-HJ,

303,196 [M-CO,-H] e 259,206 [M-2CO,-H] decorrentes dos

processos de desidratacao e descarboxilagdes subsequentes do ion precursor m/z 347,186 de

acordo com o espectro MS? na figura 16. O perfil de fragmentagdo foi comparado com os

dados espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual MoNA e resultados similares
foram alcancados por SHARMA et al., 2004.

Figura 16. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 347,186.
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5.2.3 Flavonoides Agliconas

Os flavonoides ao fragmentarem revelam varios ions fragmentos, alguns ions
fragmentos de suma importancia para a determinacdo do flavonoide. Geralmente, no modo
negativo, a perda de grupos como H,O (-18 u), CO (-28 u), C;H,0 (-42 u) e CO, (-44 u) e
suas perdas sucessivas sdo comuns. Os flavonoides metilados ou metoxilados sao
caracterizados pela perda de CH3 (-15 u) no modo negativo (RIJKE et al., 2006). Ainda sim,
os fragmentos estruturalmente mais informativos sdo os produzidos na reacao retro-Diels-
Alder (RDA). A reacdo de RDA ¢é a principal reacdo de fragmentacdo de flavonoides,

particularmente importante para a caracterizacao estrutural de agliconas.

A apigenina foi detectado a partir do ion precursor m/z 269,045 [M-H] no TR
6,56+0,03 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou uma perda caracteristica de H,0O
(-18 u) e a reacdo RDA resultou em dois ions fragmentos especificos m/z 151,003 [M-
CgHgO-H] e 117,033 [M-C;H404-H] decorrentes das perdas de CgHgO (-118 u) e C;H;O4 (-
152 u), respectivamente, de acordo com o espectro MS? na figura 17. O perfil de
fragmentacéo foi similar ao padréo de referéncia apigenina (anexo 6) e foi comparado com
os dados espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual HMDA, e resultados
similares foram alcancados por KECKES et al., 2013.

Figura 17. Perfil de fragmentac&o do ion precursor m/z 269,045.
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A 5,3, 4’-tri-hidroxiflavona foi detectado a partir do ion precursor m/z 269,045 [M-
H] no TR 5,72+0,06 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentaram perdas

caracteristicas da reacdo RDA com a deteccdo de dois ions fragmentos especificos m/z
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135,008 [M-CgHgsO,-H] e 133,028 [M-C;H,O3-H] resultados das perdas de CgHgO, (-134
u) e C7H403 (-136 u), respectivamente, de acordo com o espectro MS? na figura 18. O perfil
de fragmentacdo foi comparado com os dados espectrométricos disponiveis no banco de
dados virtual MoNA e resultados similares foram alcancados por KECKES et al., 2013.

Figura 18. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 269,045.
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A 2-(3,4-di-hidroxifenil)-7-hidroxi-2,3-di-hidrocrome-4-ona foi detectado a partir do
fon precursor m/z 271,061 [M-H] no TR 5,17+0,02 min e o perfil de fragmentagdo MS?
apresentou perda caracteristica de H,O (-18 u) com a formacdo do ion fragmento m/z
253,049 [M-H,O-H] e a partir da reacdo RDA foi possivel detectar um ion fragmento
especifico m/z 135,044 [M-CgHsO,-H] que resultou da perda de CgHgO, (-136 u), ainda
sim, foi detectado o ion fragmento em m/z 91,018 como resultado da dissociacdo do anel B
de acordo com o espectro MS? na figura 19. O perfil de fragmentac&o foi comparado com os
dados espectrometricos disponiveis no banco de dados virtual MoNA e resultados similares
foram alcancados por KECKES et al., 2013.
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Figura 19. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 271,061.
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O canferol foi detectado a partir do ion precursor no m/z 285,040 [M-H] no TR
6,47+0,10 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica de CHO (-29
u) seguida da dissociacdo da ligacdo entre os carbonos C-3 e C-4 no anel C e rotagdo em
180° da ligacéo entre o0 O-1 e C-2 do anel C, resultando na rotacdo do anel B e a ligagéo do
C-2’ do anel C com o C-10 do anel A formando uma estrutura do anel fundido resultando na
formacédo do ion fragmento m/z 255,029 [M-CHO-H] e a partir da reacdo RDA foi possivel
detectar um ion fragmento especifico m/z 151,002 [M-CgHgO,-H]™ que resultou da perda de
CsHsO> (-134 u) de acordo com o espectro MS? na figura 20. O perfil de fragmentacéo foi
similar ao padrdo de referéncia canferol (anexo 5). Resultados similares foram alcangados
por JUSTESEN, 2001.

Figura 20. Perfil de fragmentac&o do ion precursor m/z 285,040.
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A quercetina foi detectada a partir do ion precursor m/z 301,035 [M-H] no TR
6,06+0,05 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica de CH,O (-30
u) resultando no ion fragmento m/z 271,025 [M- CH,0-H] e a partir da reacdo RDA foi
possivel detectar dois ions fragmentos especificos m/z 151,002 e 149,023 que resultou da
perda de CgHgO3 (-150 u) e C;H4O4 (-152 u) de acordo com o espectro MS? na figura 21. O
perfil de fragmentacéo foi similar padrdo de referéncia quercetina (anexo 4). Resultados
similares foram alcancados por KECKES et al., 2013.

Figura 21. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 301,035.
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5.2.4 Flavonoides Glicosilados

Os flavonoides glicosilados ou também conhecidos como glicosideos sdo formados
pela aglicona — glicidios, gliconas ou “oses” (geralmente monossacarideos). AS
fragmentagdes em MS? fornecem informacdes estruturais sobre a aglicona presente no
glicosideo e 0 nimero e o tamanho dos agucares (hexose, desoxihexose ou pentose)
substituidos na aglicona de acordo com a dissociacdo das ligagbes O-glicosidicas
(NICOLAU et al., 2016).

O canferol-3-O-ramnosideo foi detectado a partir do ion precursor m/z 431,098 [M-
H] no TR 5,91+0,11 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica do
grupo ramnosideo CgH1104 (-147 u) resultando nos ions fragmentos m/z 284,033 [M-
ramnosideo-2H] e 285,040 [M-ramnosideo-H] caracteristicos de canferol desprotonados e a

partir da reacdo RDA foi possivel detectar um ion fragmento especifico em m/z 151,003 [M-
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C1H1606-H]™ que resultou da perda de C14H160¢ (-280 u) de acordo com o espectro MS? na

figura 22. O perfil de fragmentacdo foi comparado com os dados espectrométricos

disponiveis no banco de dados virtual MoNA. Resultados similares foram alcancados por

MOTTAet al., 2017.

Figura 22. Perfil de fragmentac&o do ion precursor m/z 431,098.
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A quercetina-3-O-pentosideo foi detectada a partir do ion precursor m/z 433,079 [M-

H] no TR 5,40+0,05 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica do

grupo pentosideo CsHgO,4 (-133 u) resultando nos ions fragmentos m/z 301,033 [M-

pentosideo-H] e 300,027 [M-pentosideo-2H]" caracteristicos da quercetina desprotonada e a

partir da reacdo RDA foi possivel detectar um ion fragmento especifico em m/z 151,003 [M-

C1sH1407-H]™ que resultou da perda de Ci5H1407 (-282 u) de acordo com o espectro MS? na

figura 23. Resultados similares para o perfil de fragmentacdo da quercetina-3-O-pentosideo
foram alcancados por CELLI et al., 2011; TIBERTI et al., 2007.

Figura 23. Perfil de fragmentagéo do ion precursor m/z 433,079.
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O canferol-3-O-glucosideo foi detectado a partir do ion precursor m/z 447,093 [M-
H] no TR 5,14+0,05 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica do
grupo glucosideo CgH110s (-163 u) por meio da dissociacdo da ligacdo 3-O-glicosidica
resultando no ion fragmento m/z 285,040 [M-glucosideo-H] caracteristico da canferol
desprotonado e a partir da reacdo RDA foi possivel detectar um ion fragmento especifico em
m/z 151,003 [M-C14H1607-H]" que resultou da perda de C14H1607 (-296 u) de acordo com o
espectro MS? na figura 24. Resultados similares para o perfil de fragmentago do canferol-3-

O-glucosideo foram alcancados por HERAS et al., 2016; CORREIA et al., 2006.

Figura 24. Perfil de fragmentac&o do ion precursor m/z 447,093.
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A quercetina-3-O-ramnosideo foi detectada a partir do ion precursor m/z 447,093
[M-H] no TR 5,65+0,15 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica
do grupo ramnosideo C¢H1,04 (-147 u) por meio da dissociacdo da ligacdo 3-O-glicosidica
resultando nos ions fragmentos m/z 300,028 [M-ramnosideo-2H] e 301,035 [M-ramnosideo-
H] caracteristicos de quercetina desprotonada e a partir da reacdo RDA foi possivel detectar
um ion fragmento especifico em m/z 151,003 [M-C14H1607-H] que resultou da perda de
CuH1607 (-296 u) de acordo com o espectro MS? na figura 25. Resultados similares para o
perfil de fragmentacdo do canferol-3-O-glucosideo foram alcancados por LEMOS et al.,
2015; COSTA et al., 2015; FURTADO et al., 2015.
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Figura 25. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 447,094.
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detectado a partir do ion precursor m/z 461,109 [M-H] no TR 5,794+0,10 min e o perfil de

fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica do grupo ramnosideo CgH1104 (-147 u)

por meio da dissociacdo da ligacdo 3-O-glicosidica resultando no ion fragmento m/z 315,049

[M-ramnosideo-H]". Ja a perda subsequente do radical *CHj3 resultou no ion fragmento m/z

300,026 [M-ramnosideo-CHs-H]™ e a partir da reacdo RDA foi possivel detectar um ion

fragmento especifico em m/z 178,998 que resultou da perda de C14H1606 (-280 u) de acordo

com o espectro MS? na figura 26. O perfil de fragmentagdo foi comparado com os dados

espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual MoNA.

Figura 26. Perfil de fragmentacéo do ion precu
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A guercetina-3-O-glucosideo também conhecida como isoquercitrina foi detectada a
partir do ion precursor m/z 463,102 [M-H] no TR 6,30+0,09 min e o perfil de fragmentacédo
S? apresentou perda caracteristica do grupo glucosideo CgH110s (-163 u) por meio da
dissociacdo da ligacdo 3-O-glicosidica resultando nos ions fragmentos m/z 301,034 [M-
glucosideo-H] e 300,027 [M-glucosideo-2H] caracteristicos da quercetina desprotonada. A
partir da reacdo RDA foi possivel detectar um ion fragmento especifico em m/z 151,003 que
resultou da perda de Ci;Hi160s (-312 u) de acordo com o espectro MS? na figura 27.
Resultados para o perfil de fragmentacdo foram similares ao padrdo de referéncia
quercetina-3-O-glucosideo (anexo 3). Resultados similares foram alcancados por HERAS et
al., 2016; KELEBEK, 2006.

Figura 27. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 463,087.
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A canferol-3-O-(2-acetil-ramnosideo) foi detectada a partir do ion fragmento m/z
473,109 [M-H] no TR 6,25+0,05 min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda
caracteristica do grupo 2-acetil-ramnosideo CgH1305 (-189 u) por meio da dissociagdo da
ligagdo 3-O-glicosidica resultando nos ions fragmentos m/z 284,033 [M-(2-acetil-
ramnosideo)-2H]  caracteristico do canferol desprotonado. Alguns ions fragmentos
especificos foram detectados, como o ion m/z 413,086 que resultou da perda do grupo acetil
C,H40, (-60 u), 0 ion m/z 151,002 resultou da reagdo RDA e o ion m/z 59,012 caracterizou o
grupo acetil de acordo com o espectro MS? na figura 28. O perfil de fragmentacéo foi
comparado com os dados espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual HMDB.
Resultados similares para o perfil de fragmentacdo do canferol-3-O-(2-acetil-ramnosideo)

foram alcancados por YIN et al., 2015.
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Figura 28. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 473,109.
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5.2.5 Glicosideo fendlico e os Acidos galoilquinicos

Os acidos fenolicos possuem como nucleo principal composto por derivados de acido
hidroxibenzoicos e/ou &cidos hidroxicinamicos, 0s quais podem ser esterificados por uma ou
mais unidades de acido fendlico e/ou glicosideos (REZENDE et al., 2016). A estrutura
quimica dos acidos fendlicos pode ser avaliada e confirmada a partir de experiéncias MS2 os
quais fornecem informagdes estruturais sobre o nucleo principal e os grupos substituintes
presentes (LI & SEERAM, 2018). Quimicamente, essas substancias possuem no minimo um

anel aromatico no qual pelo menos um hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila.

0] 4-acetil-2-metoxifenil-1-O-beta-D-glucopiranosideo-6-O-(6-desoxi-alfa-L-
manopiranosil) foi detectada a partir do ion precursor m/z 473,167 [M-H] no TR 4,49+0,09
min e o perfil de fragmentacdo MS? apresentou perda caracteristica do grupo
glucopiranosideo-6-desoxi-manopiranosil C;,H2109 (-309 u) por meio da dissociagdo da
ligagdo 1-O-glicosidica resultando no ion fragmento m/z 165,055 [M-CioH200-H]
caracteristico da 4-acetil-2-metoxifenil e a dissociagdo da ligacdo 6-O-glicosidica levou a
deteccdo do ion fragmento m/z 147,044 [M-C4sH190g-H] ™ que resultou da perda de C15H190g
(-327 u) de acordo com o espectro MS? na figura 29. O perfil de fragmentacéo foi

comparado com os dados espectrométricos disponiveis no banco de dados virtual MoNA.
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Figura 29. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 473,167.
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Os é&cidos galoilquinicos possuem como nucleo principal o acido quinico, que pode
ser esterificado por uma ou mais unidades de acido galico e/ou acido 3-O-metil-galico nas
posicOes 3, 4 e 5 do acido quinico. Logo, estas substancias fenolicas exibem como principais
caracteristicas a dissociacdo limitada e padrbes analogos de fragmentacdo com perdas
pontuais dos grupos galoil (Ga) (-152 u) e 3-O-metil-galoil (MGa) (-166 u) segundo
MOTTA etal., 2017; NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et al., 2015.

As diferencas observadas nos perfis de fragmentacao dos &cidos galoilquinicos foram
causadas pelo numero de substituicdes dos grupos Ga e/ou MGa ligados ao acido quinico.
Alguns perfis de fragmentacdo detectados podem estar relacionados a diferentes séries de
4cidos galoilquinicos mono-, di- e tri-substituidos. A partir dos experimentos de MS? néo foi
possivel estabelecer a caracterizacdo completa de alguns acidos galoilquinicos detectados,
pois as mesmas estdo sujeitas a isomeria de posic¢ao visto que os grupos substituintes (Ga e
MGa) podem alternar entre as posicdes 3, 4 e 5 na cadeia do &cido quinico. Ainda sim, foi
possivel estabelecer a caracterizacdo completa do &acido 3,4,5-tri-O-(galoil)-quinico (m/z
647,089) e o0 4cido 3,4,5-tri-)-O-(3-O-metil-galoil)-quinico (m/z 689,136).

O é&cido (galoil) quinico foi detectado a partir do ion precursor m/z 343,066 [M-H]
nos TR’s 4,49+0,09 min (a) e 1,15+0,15 min (b) ¢ em ambos os TR’s foi verificado o
mesmo perfil de fragmentacdo MS?, o qual a partir do fon precursor m/z 343,066 apresentou
perda do grupo Ga C;HsO, (-153 u) permitindo a detec¢do do ion fragmento m/z 191,055
[M-Ga-H]  caracteristico do &cido quinico e 0 m/z 173,045 do &cido quinico desidratado (-18

u), ja o ion fragmento m/z 169,013 [M-quinico-H]  correspondeu ao acido galico
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desprotonado decorrente da perda do grupo quinico C;H;;0s (-175 u) de acordo com o
espectro MS? na figura 30. Resultados similares foram detectados por MOTTA et al., 2017;
NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et al., 2015.

Figura 30. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 343,066.
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O 4cido (3-O-metil-galoil) quinico foi detectada partir do ion precursor m/z 357,144
[M-H] nos TR’s 3,08+0,02 min (a), 3,35£0,02 min (b) e 5,21+0,08 min (c) em ambos 0s
TR’s foi verificado o mesmo perfil de fragmentagdo MS?, o qual a partir do fon precursor
m/z 357,144 apresentou perda do grupo MGa CgH;O, (-167 u) permitindo a detec¢do do ion
fragmento m/z 191,055 [M-MGa-H] caracteristico do &cido quinico desprotonado e 0 m/z
173,045 do &cido quinico desidratado (-18 u), ja o ion fragmento m/z 183,029 [M-quinico-
H]" correspondeu ao acido 3-O-metil-galico desprotonado decorrente da perda do grupo
quinico C7H110s (-175 u) de acordo com o espectro MS? na figura 31. Resultados similares
foram detectados por MOTTA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et al., 2015.
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Figura 31. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 357,155.
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O é&cido di-(galoil) quinico foi detectada a partir do ion precursor m/z 495,078 [M-H]
nos TR’s 3,54+0,02 min(a) e 3,66+0,05 min (b) em ambos os TR’s foi verificado 0 mesmo
perfil de fragmentacdo MS?, o qual a partir do fon precursor m/z 495,078 apresentou duas
perdas subsequentes do grupo Ga C;HsO, (-153 u) permitindo a deteccdo dos ions
fragmentos m/z 343,066 [M-Ga-H] e m/z 191,055 [M-2Ga-H] caracteristico do acido
quinico desprotonado e o ion fragmento m/z 169,013 [M-quinico-Ga-H]™ correspondeu ao
acido galico desprotonado decorrente da perda do grupo quinico mais o grupo Ga Cy4H1509
(-327 u) de acordo com o espectro MS? na figura 32. Resultados similares foram detectados
por MOTTA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et al., 2015.

Figura 32. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 495,078.
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O é&cido di-(3-O-metilgaloil) quinico foi detectada partir do ion precursor m/z
523,110 [M-H] nos TR’s 4,17+0,03 min (a), 4,43+£0,02 min (b) e 4,57+0,02 min (c) em
ambos os TR’s foi verificado o mesmo perfil de fragmentagio MS?, o qual a partir do fon
precursor m/z 523,110 apresentou duas perdas subsequentes do grupo MGa CgH;O4 (-167 u)
permitindo a deteccdo dos ions fragmentos m/z 357,144 [M-MGa-H]" e m/z 191,055 [M-
2MGa-H]" caracteristico do acido quinico desprotonado e o0 m/z 173,045 do &cido quinico
desidratado (-18 u), ja o ion fragmento m/z 183,029 [M-quinico-MGa-H] correspondeu ao
acido 3-O-metil-galico desprotonado decorrente da perda do grupo quinico mais 0 grupo
MGa Ci5H170y (-341 u) de acordo com o espectro MS? na figura 33. Resultados similares
foram detectados por MOTTA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et al., 2015.

Figura 33. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 523,110.

T: FTMS - p ESId Full ms2 523.1092@hcd30.00 [50.0000-555.0000]

100 183029 73044 183020 @ . ? ,
] HO O\cm Ho., on i i o
90 VT o
] oH H - |
0] oH R:O™ T oRs | “oH
1 m/74 183,029 [M-quinico-MGa-HT OR, ! oH
705 Ac. Quinico 1 GrupoMGa
3 » Isémeros possiveis
60 2 H’ 339.072 R4:Rs=MGa; Rs=H [Ac. 4,5-di-O-(MGa)-quinico]
] HO,, OH R3:Rs=MGa; Rs=H [Ac. 3,5-di-O-(MGa)-quinico]
E R3:R4=MGa; Rs=H [Ac. 3,4-di-O-(MGa)-quinico]
507 O\ m/z 523,110 [M-H]"
] HOY Ty OH
40 OH
] m/z 191,055 [M-2MGa-H]
30
; 169.013
20 \‘ | \ joL0s8 m/z 357,082 [M-MGa-H]"
] T L‘,‘as‘ao)" 320050 | o
10 -
] - 371.100
1 |‘ /l191.085 215071 |259-°6° \ l 523.110
| ezl ] |
T T

0 s T T T L T T T T T T T \I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

O é&cido (galoil)-(3-O-metilgaloil) quinico m/z 509,094 foi detectada a partir do ion
precursor m/z 509,094 [M-H] nos TR’s 3,64+0,02 min (a) e 4,13£0,02 min (b) em ambos os
TR’s foi verificado o mesmo perfil de fragmentacao MS?, o qual a partir do fon precursor
m/z 509,094 apresentou duas perdas subsequentes, uma do grupo MGa CgH;O,4 (-167 u) e
outra do grupo Ga C;Hs0,4 (-153 u) os quais permitiram a deteccdo dos ions fragmentos m/z
357,144 [M-Ga-H] e m/z 343,067 [M-MGa-H]'. O ion fragmento m/z 191,055 [M-MGa-Ga-
H]" foi caracteristico do acido quinico desprotonado e 0 m/z 169,013 [M-quinico-MGa-H]
do acido galico desprotonado, ja o ion fragmento m/z 183,029 [M-quinico-Ga-H]
correspondeu ao acido 3-O-metil-galico desprotonado de acordo com o espectro MS? na
figura 34. Resultados similares foram detectados por MOTTA et al., 2017; NOGUEIRA et
al., 2015; COSTA et al., 2015.
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Figura 34. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 509,093.
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O é&cido di-(galoil)-(3-O-metilgaloil) quinico foi detectado a partir do ion precursor
m/z 661,105 [M-H] nos TR’s 4,27+0,02 min (a) e 4,41+0,02 min (b) em ambos os TR’s foi
verificado o mesmo perfil de fragmentagdo MS? o qual a partir do fon precursor m/z
661,105 apresentaram-se perdas subsequentes do grupo MGa CgH;O4 (-167 u) e do grupo
Ga C;Hs04 (-153 u), os quais permitiram a deteccdo das vias A e B de fragmentacdo a partir
do ion precursor m/z 661,105[M-H] conforme a figura 35. A via A, a partir do ion percursor
é possivel observar uma perda do grupo Ga C;Hs0, (-153 u) formando ion fragmento m/z
509,064 seguida de outra perda do grupo MGa CgH;O4 (-167 u) ou grupo Ga C;Hs04 (-153
u) formando os ions fragmentos m/z 343,067 e 357,082, respectivamente. A via B, a partir
do ion precursor é possivel observar uma perda do grupo MGa CgH;Q, (-167 u) formando
ion fragmento m/z 495,078 seguida da perda do grupo Ga C;Hs0O4 (-153 u) formando o ion
fragmento m/z 343,067. O ion fragmento m/z 191,055 [M-MGa-2Ga-H] foi caracteristico do
acido quinico desprotonado e o m/z 169,013 [M-quinico-MGa-Ga-H]" do éacido galico
desprotonado, ja o ion fragmento m/z 183,029 [M-quinico-2Ga-H]" correspondeu ao acido 3-
O-metil-galico desprotonado de acordo com o espectro MS? na figura 35. Resultados
similares foram detectados por MOTTA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et
al., 2015.
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Figura 35. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 661,104.
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I) quinico foi detectado a partir do ion precursor

m/z 675,120 [M-H] nos TR’s 4,69£0,05 min (a) e 4,82+0,02 min (b) em ambos os TR’s foi

verificado o mesmo perfil de fragmentacdo MS? o qual a partir do fon precursor m/z

675,120 apresentaram-se duas perdas subsequentes, uma do grupo MGa CgH;O4 (-167 u) e

outra do grupo Ga C;Hs0,4 (-153 u) que resultaram na deteccdo dos ions fragmentos m/z
509,093 [M-MGa-H] e 357,083 [M-MGa-Ga-H]". O ion fragmento m/z 191,055 [M-2MGa-

Ga-H] foi caracteristico do &cido quinico desprotonado e 0 m/z 169,013 [M-quinico-2MGa-

H]" do &cido gélico desprotonado, ja o ion

fragmento m/z 183,029 [M-quinico-MGa-Ga-H]

correspondeu ao 4cido 3-O-metil-galico desprotonado de acordo com o espectro MS? na

figura 36. Resultados similares foram detectados por MOTTA et al., 2017; NOGUEIRA et

al., 2015; COSTA et al., 2015.

Figura 36. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 675,120.
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O é&cido 3,4,5-tri-O-(galoil) quinico foi detectado a partir do ion precursor m/z
647,089 [M-H] no TR 3,99+0,02 min o perfil de fragmentacdo MS? a partir do fon
precursor m/z 647,089, apresentou trés perdas subsequentes do grupo Ga C;HsO4 (-153 u)
permitindo a deteccdo dos ions fragmentos m/z 495,078 [M-Ga-H]’, m/z 343,067 [M-2Ga-
H]", m/z 191,055 [M-3Ga-H]  caracteristico do acido quinico desprotonado e o m/z 169,013
[M-quinico-2Ga-H]" caracteristico do acido galico desprotonado de acordo com 0 espectro
MS? na figura 37. Resultados similares foram detectados por MOTTA et al., 2017;
NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et al., 2015.

Figura 37. Perfil de fragmentacdo do ion precursor m/z 647,089.
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O é&cido 3,4,5-tri-O-(3-O-metilgaloil) quinico foi detectado a partir do ion precursor
m/z 689,136 [M-H] no TR 5,05+0,10 min o perfil de fragmentacdo MS?, a partir do fon
precursor m/z 689,136, apresentaram-se trés perdas subsequentes do grupo MGa C;HsO, (-
153 u) permitindo a deteccdo dos ions fragmentos m/z 523,119 [M-MGa-H], m/z 357,083
[M-2MGa-H]', m/z 191,055 [M-3MGa-H]  caracteristico do acido quinico desprotonado e o
m/z 183,029 [M-quinico-2MGa-H]" caracteristico do acido 3-O-metil-galico desprotonado
de acordo com o espectro MS? na figura 38. Resultados similares foram detectados por
MOTTA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2015; COSTA et al., 2015.
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Figura 38. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 689,136.
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5.2.6 Taninos condensados

Os taninos condensados sdo biopolimeros formados pela condensacdo de
epicatequinas e seus derivados. Também sdo conhecidos como polifendis de grande massa
molar e variam estruturalmente pela quantidade de monémeros interligados pelas ligacGes
entre os carbonos C-4 de um mondmero com C-8 de outro (RUBERT-NASON &
LINDROTH, 2018). A estrutura dos taninos pode ser avaliada e a partir das experiéncias

MS? os quais fornecem informagdes estruturais sobre 0s mondmeros condensados.

O dimero epicatequina-(44-8)-epiafzelequina foi detectado partir do ion precursor
m/z 561,148 [M-H] no TR 4,31+0,08 min e o perfil de fragmentacdo MS?, a partir do fon
precursor m/z 561,148 foi possivel detectar dois ions fragmentos caracteristicos das unidades
dos mondémeros, 0 m/z 289,072 [M-epiafzelequina-H] da epicatequina desprotonada e o m/z
271,061 [M-epicatequina-H] da epiafzelequina desprotonada. O ion fragmento m/z 409,093
[M-CgHgOs3-H] foi reconhecido como um produto da reagéo retro Diels-Alder (RDA) que
pode vim a ocorre na estrutura conforme o espectro MS? na figura 39. Resultados similares
foram detectados por SOUZA et al., 2008, PEREIRA et al., 2018.
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Figura 39. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 561,148.
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O trimero epicatequina-(44-8)-epiafzelequina-(45-8)-epiafzelequina foi detectado a
partir do ion precursor m/z 833,208 [M-H] no TR 4,65+0,10 min e o perfil de fragmentacéo
MS?, a partir do fon precursor m/z 833,208, revelou fon fragmentos similares ao dimero
epicatequina-(44-8)-epiafzelequina (m/z 561,148) com o acréscimo de uma unidade de
mondmero de epiafzelequina por meio da ligagéo 4/-8. Desta forma, foram conhecidas duas
perdas dos monémeros de afzelequina por meio da detec¢do do ion fragmento m/z 289,072
[M-2epiafzelequina-H]™ caracteristico da epicatequina desprotonada e o m/z 271,061 [M-
epicatequina-epiafzelequina-H]™ da epiafzelequina desprotonada conforme o espectro MS?
na figura 40. Resultados similares foram detectados por SOUZA et al., 2008, PEREIRA et
al., 2018.

Figura 40. Perfil de fragmentacéo do ion precursor m/z 833,208.
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Na auséncia de padroes de referéncia, a identificacdo das substancias
correspondentes foi baseada na busca da molécula desprotonada [M-H]™ juntamente com a
interpretacdo dos seus ions fragmentacGes. A busca exata em massa e o0 estudo das vias de
fragmentacdo descritas na literatura nos permitiram obter o maximo de informacao estrutural
possivel. Dessa maneira, foi possivel detectar diferentes acidos fendlicos, flavonoides
aglicona, flavonoides glicosilados, acidos galoilquinicos e taninos condensados. A tabela 1,
a seguir, resume os dados espectrométricos € os TR’s obtidos para cada uma das substancias

detectadas entre as 24 amostras.
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Tabela 1. Formula molecular (FM), metabélitos detectados, tempos retengdo (TR’s) médio e variagio, fons precursores (m/z) e fons fragmentos MS?.

fons precursores

FM Metabolitos detectados TR,£A(min) (m/2) [M-H] fons fragmentos MS? (m/z)
Derivados de acido benzoico
C7HeO3 Ac. 3-hidroxi-benzoico 3,46+0,06 137,023 93,033
C7HeO4 Ac. 2,5-di-hidroxi-benzéico 2,21+0,12 153,018 109,028
Derivados de &cido cinamico
CoHgOs Ac. cumarico 3,51+0,12 163,039 119,049; 93,033
CoHgO4 Ac. caféico 3,62+0,02 179,034 135,044
CoHi1004 Ac. 4-hidroxifenilactico 3,72+0,04 181,050 163,039 11%57’,%‘2‘;; 119,049
CoH1003 Ac. 3-0-(2-hidroxi-fenil) propanoico 4,82+0,05 165,055 147,044, 121,065
Acidos graxos
Ci0H1804 Ac. sebécico 6,11+0,04 201,112 183,102; 139,112
C12H2,06 Ac. 9-(2,3-di-hidroxipropoxi)-9-oxononan6ico 5,31+0,08 261,135 187,097; 125,096
CisH2004 Ac. abscisico 5,31+0,08 263,129 245,080; 22%311288 204,115;
C20H3,0, Ac. araquidonico 7,31+0,08 303,196 259,206; 243,175
Acidos diterpenos
Ca0H300s  Ac. (E)-5-(1,2,4a,5-tetrametil-7-ox0-3,4,8 8a-tetra-hidro- ~ 8:08+0,05 317,212 299,166; 273,222; 255,175
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C20H3203

C21H3004

C19H2406

Ci15H1005
Ci15H1005
Ci15H1205
Ci15H1006

Ci5H1007

C21H20010

C20H18011

C21H20011

2H-naftalen-1-il) -3-metilpent-2-endico

Ac. 5-[(8a S)-2,5,5,8a-tetrametil-3-0x0-4a,6,7,8-tetrahidro-
4H-naftalen-1-il]-3-metilpentandico

Ac. 1,3,4,9,10,10a-hexahidro-5-hidroxi-6-metoxi-1,1-
dimetil-7-(1-metiletil)-,(4aR)-4a(2H)-fenantranocarboxilico

Giberelina A29
Flavonoides agliconas

Apigenina

5,3,4’-tri-hidroxiflavona
2-(3,4-di-hidroxifenil)-7-hidroxi-2,3-di-hidrocrome-4-ona
Canferol

Quercetina

Flavonoides glicosilados

Canferol-3-O-ramnosideo

Quercetina-3-O-pentosideo

Canferol-3-O-glucosideo

8,20+0,10

8,77+0,02

7,30+0,03

6,56+0,03
5,72+0,06
5,17+0,02
6,47+0,10

6,06+0,05

5,91+0,11

5,40+0,05

5,14+0,05

319,228

345,145

347,186

269,045
269,045
271,061
285,040

301,035

431,098

433,079

447,093

301,218; 275,238

301,160; 286,136

329,176, 303,196; 259,206;
243,175

251,165; 225,055; 151,003;
117,033

225,149; 135,008; 133,028

253,049; 153,018; 135,044;
91,018

255,029; 151,002

271,025; 178,998, 151,002;
149,023; 121,028; 107,012

285,040; 284,033; 255,030;
227,034, 151,003

301,033; 300,027, 271,025;
151,003

285,040; 151,003
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C21H20011

C22H22011
C21H20012

C23H2011

C21H30012

C15H1809

C15H1809

C16H2009

C16H2009

C16H2009

C21H20014

Quercetina-3-O-ramnosideo

5,8-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil)-7-metdxi-cromen-4-ona-3-
O-ramnosideo

Quercetina-3-O-glucosideo
Canferol-3-O-(2-acetil ramnosideo)

Glicosideo fendlico

4-acetil-2-metoxifenil-1-O-beta-D-glucopiranosideo-6-O-(6-
desoxi-alfa-L-manopiranosil)

Acidos galoilquinicos

Ac. (galoil) quinico (a)

Ac. (galoil) quinico (b)
Ac. (3-O-metil-galoil) quinico (a)
Ac. (3-O-metil-galoil) quinico (b)
Ac. (3-O-metil-galoil) quinico (c)

Ac. di-(galoil) quinico (a)

5,55%0,15

5,79+0,10
6,30+0,09

6,25+0,05

4,49+0,09

4,49+0,09

1,15+0,15

3,08+0,02

3,35%0,02

5,21+0,08

3,54+0,02

447,093

461,109
463,102

473,110

473,167

343,066

343,066

357,144

357,144

357,144

495,078

301,035; 300,028; 271,025;
255,028; 151,003

315,049; 314,043; 300,026; 178,
998

301,034, 300,027; 151,003

413,086; 284,033; 255,029;
227,034, 151,002; 59,012

165,055; 147,044, 121,065

191,055; 173,045; 169,013;
155,034, 125,023

191,055; 173,045; 169,013;
155,034, 125,023

191,056; 183,029; 173,045;
155,033; 139,040

191,056; 183,029; 173,045;
155,033; 139,040

191,056; 183,029; 173,045;
155,033; 139,040

343,067, 325,055; 191,055;
169,013
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C21H20014

C23H24014

C23H24014

C23H24014

C22H22014

C2H2014

C29H26018

C29H26018

C3oH28018

C3oH28018

Ac. di-(galoil) quinico (b)
Ac. di-(3-O-metilgaloil) quinico (a)
Ac. di-(3-O-metilgaloil) quinico (b)

Ac. di-(3-O-metilgaloil) quinico (c)

Ac. (galoil)-(3-O-metilgaloil) quinico (a)

Ac. (galoil)-(3-O-metilgaloil) quinico (b)

Ac. di-(Galoil)-(3-O-metilgaloil) quinico (a)

Ac. di-(Galoil)-(3-O-metilgaloil) quinico (b)

Ac. di-(3-O-metilgaloil)-(Galoil) quinico (a)

Ac. di-(3-O-metilgaloil)-(Galoil) quinico (b)

3,66+0,05

4,17+0,03

4,43+0,02

4,57+0,02

3,64+0,02

4,13+0,02

4,27+0,02

4,41+0,02

4,69+0,05

4,82+0,02

495,078

523,110

523,110

523,110

509,094

509,094

661,105

661,105

675,120

675,120

343,067, 325,055; 191,055;
169,013

357,082; 339,072; 324,050;
191,055; 183,029; 173,044

357,082; 339,072; 324,050;
191,055; 183,029; 173,044

357,082; 339,072; 324,050;
191,055; 183,029; 173,044

357,083; 343,067, 325,056;
191,055; 183,029; 173,045;
169,013

357,083; 343,067; 325,056;
191,055; 183,029; 173,045;
169,013

509,094; 495,078; 357,082;
343,067; 339,072; 325,056;
191,055; 183,029; 169,013

509,094, 495,078; 357,082;
343,067, 339,072; 325,056;
191,055; 183,029; 169,013

509,093; 357,083; 339,072;
325,056; 191,055; 183,029;
173,045; 169,013; 155,034

509,093; 357,083; 339,072;
325,056; 191,055; 183,029;
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C28H24018

C31H3001s

CaoH26011

CasH38016

Ac. 3,4,5-tri-O-(galoil) quinico

Ac. 3,4,5-tri-O-(3-O-metilgaloil) quinico

Taninos condensados

Epicatequina-(4/-8)-epiafzelequina

Epicatequina-(4/-8)-epiafzelequina-(4/-8)-epiafzelequina

3,99+0,02

5,05+0,10

4,31+0,08

4,65+0,10

647,089

689,136

561,148

833,208

173,045; 169,013; 155,034

495,078; 343,067; 325,056;
191,055; 173,045; 169,013

523,119; 357,083; 339,072;
191,055; 183,029; 173,045

409,094, 391,083; 289,072;
271,061; 245,082; 205,050;
179,034; 161,023

600,130; 561,148; 529,115;

493,093; 409,093; 391,082;

359,057, 289,072; 271,061,
245,061
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5.3 Perfil cromatografico UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS

Os extratos em AcOEt e MeOH dos 6rgdos vegetais das espécies de Copaifera foram
analisados por cromatografia liquida de ultra rapida performance em fase normal UHPLC-Q-
Orbitrap-HRMS, usando uma fase mével consistindo em &cido formico (0,1%): formiato de
amdnia 5 mM e metanol que permitiu a eluicdo abrangente dos analitos vegetais, isto &,
derivados de acido benzoico e cinamico, derivados de &cidos graxos, acidos diterpenos,
flavonoides agliconas, flavonoides glicosilados, acidos galoilquinicos e taninos condensados
em 9 minutos de corrida cromatogréafica (cerca de 540 segundos) em compara¢do com O
tempo de andlise de 30 min (1800 segundos) relatado anteriormente para o estudo de
validacdo e descricdo da composicdo quimica dos extratos polares das folhas de C.
langsdorffii Desf. (MOTTA? et al., 2017; MOTTAP et al., 2017).

Foi possivel descrever regides caracteristicas das classes metabdlicas presentes de
acordo com o TR (min) e AR média (%) dos picos observados nos cromatogramas por
UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS. A figura 41, a seguir, apresenta a faixa de detec¢do das classes
metabolicas de acordo com as médias do TR (min) e AR (%) para todas as anélises.

Figura 41. Regibes de deteccao das classes metabdlicas nos extratos de Copaifera.
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A regido dos cromatogramas com TR entre 3,00-5,23 min foi caracterizada pela

deteccdo dos acidos galoilquinicos mono-, di- e tri-substituidos nos extratos das folhas de
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Copaifera (tabela 2). Os picos cromatograficos caracteristicos dos acidos galoilquinicos
apresentaram perfis de fragmentagdo similares em diferentes TR’s, 0 que se caracterizar a
presenca de isdmeros estruturais ja relatados em extratos de polares das folhas de Copaifera
(MOTTA? et al., 2017; MOTTAP et al., 2017; FURTADO et al., 2018). A exemplo, na figura
42, temos o destaque de uma pequena regido (3-5,70 min) do cromatograma da amostra do
extrato em MeOH das folhas de C. trapezifolia que se evidenciou uma boa separacdo dos
acidos galoilquinicos mono-, di-, tri- substituidos, bem como seus isémeros detectados em
diferentes TR’s em um pequeno intervalo de 2,70 min (162 segundos) de uma corrida total de

9 min.

Figura 42. Cromatograma (3-5,70 min) do extrato em MeOH das folhas de C. trapezifolia.
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A regido destacada na figura 42 para o perfil cromatogréfico obtido foi semelhante ao
perfil caracterizado e validado por Mota e colaboradores (2017) em condigdes
cromatograficas diferentes para o0s extratos polares das folhas de C. langsdorffii. Os acidos
galoilquinicos e os flavonoides quercetina-3-O-ramnosideo e canferol-3-O-ramnosideo
apresentaram série eluotropica similar a metodologia adotada na corrida cromatogréafica de 30
min (MOTTA’ et al., 2017).

A regido detecgédo dos flavonoides glicosilados ocorreu com TR entre 5,10-6,40 com a
presenca de derivados glicosilados de canferol e quercetina. As regifes dos &cidos
galoilquinicos e flavonoides glicosilados foram caracteristicas nos extratos (AcOEt e MeOH)
das folhas das espécies de Copaifera. A regido de deteccdo dos taninos condensados com 0
TR entre 4,25-4,35 min foi caracteristica da presenca do dimero e trimero dos derivados de
epicatequina condensados. A regido dos taninos condensados foi caracteristica dos extratos

(AcOEt e MeOH) das cascas das espécies de Copaifera. Todos os cromatogramas (incluindo
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as réplicas das andlises em triplicata) das 12 amostras obtidas em AcOEt e 12 amostras

obtidas em MeOH encontram-se nos anexos 7-30.

As substancias detectadas, os tempos de retencdo e os ions moleculares discutidos na
sessdo anterior, estdo relacionados na tabela 2 de acordo com a detecgédo nos extratos (AcOEt
e MeOH) para as espécies de Copaifera. Um total de 47 metabolitos foi detectado, dos quais
quatro substancias foram identificadas com o auxilio dos padrdes de referéncia (TR min e
MS/MS): apigenina, canferol, quercetina e quercetina-3-O-glucosideo. Vale ressaltar que este
é o primeiro perfil metabdlico abrangente dos 6rgaos vegetais de C. multijuga (folhas, cascas
e galhos), C. lucens (folhas e cascas), C. trapezifolia (folhas) e C. venezuelana (galhos e
cascas) em vista o grande nimero de metabolitos detectados. A profundidade e sensibilidade
na identificacdo e detec¢do dos metabdlitos deve-se, em parte, a uma maior sensibilidade do
UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS, em especial ao analisador hibrido Q-Orbitrap que combina os

pontos fortes de cada analisador ampliando o limite de detecgé&o.

Os metabolitos identificados e detectados pertencem a varias classes metabolicas
incluindo derivados de acido cindmico (ex: &c. cumarico, &c. caféico) e acido benzoico (ex:
ac. 3-hidroxi-benzoico, &c. 2,5-di-hidroxi-benzoico), acidos graxos (ex: ac. sebacico, ac.
abscisico), acidos diterpenos [ex: ac. (E)-5-(1,2,4a,5-tetrametil-7-ox0-3,4,8,8a-tetra-hidro-2H-
naftalen-1-il)-3-metilpent-2-endico, giberelina A29], e uma rica variedade de polifendis,
como flavonoides agliconas (ex: quercetina, canferol), flavonoides glicosilados (ex:
quercetina-3-O-glucosideo, canferol-3-O-ramnosideo), &cidos fenolicos galoilquinicos mono-,

di- e tri-substituidos e taninos condensados nas formas de dimero e trimero.
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Tabela 2. Relacdo dos metabolitos detectados nos extratos dos 6rgdos vegetais das espécies de Copaifera, tempos retengdo (TR’s) médio e variagao
(triplicata), ions precursores (m/z).

Extratos das espécies de Copaifera (AcOEt/ MeOH)

fons
" TR, precursor -~ - ——
Metabdlitos detectados +A(min) es (m/2) C. langsdorffii C. multijuga C. lucens C. venezuelana | C. trapezifolia
[M-H] Folhas Cascas  Flores Sementes Folhas Galhos Cascas | Folhas Cascas | Galhos Cascas Folhas
Ac. 3-hidréxi-benzdico 3,46%0,06 137,023 S/'N S/'S S/'N S/'N S/'S S/S - S/S N/ S S/S - S/S
Ac. 2,5-di-hidréxi-benzéico 2,21+0,12 153,018 S/'N SIS S/'N S/'N N/ S S/S S/S S/S S/S S/S S/S S/S
Ac. cumarico 3,51+0,12 163,093 S/N - - - - - - - - N/ S - N/'S
Ac. caféico 3,62+0,02 179,034 - - - SIN - N/S - - - - - N/ S
Ac. 4-hidréxifenilactico 3,72+0,04 181,050 N/ S - - - - - - - - S/'S - -
Ac.3-O-(2-hidroxi-fenil) y 001505 165055 NS NS NIS SIN . sis . SIN SIS | SIS SIS SIN
propanoico
Ac. sebécico 6,11+0,04 201,112 S/'S SIS S/'S S/'S S/S S/S S/IN S/S N/ S S/S S/I'N S/S
Ac.9-(23-di-hidroxipropoxi)- 541,008 261135 s/ SN SIS Sis N/S  NIS . SN N/S | S/N - SIN
9-oxononandico
Ac. abscisico 5,31+0,08 261,135 - - S/IN SIN N/ S N/S - - - - - N/ S
Ac. araquiddnico 7,31+0,08 303,196 - S/'S - - SI'N N/ S - - S/'S S/'S SI'N SI'N
Ac. (E)-5-(1,2,4a,5-tetrametil-
7-ox0-3,4.8 8atetrahidio-2H- g 40,005 397010 g/ - - N/'S ; SIS ; - - N/'S SN SIN
naftalen-1-il) -3-metilpent-2-
endico
Ac. 5-[(8a S)-2,5,5,8a-
tetrametil-3-ox0-44a,6,7,8-
tetrahidro-4H-naftalen-1-il1-3- g 50,010 319,228 - - S/N N/'S SIN - ; S/N - s/’s /s S/N
metilpentandico

Continua
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Continuacao

Ac. 1,3,4,9,10,10a-hexahidro-
5-hidréxi-6-metoxi-1,1-

=+ - - - - - - - - - - -
dimetil-7-(L-metiletil)- (4aR)- O 002 345,145 NS
4a(2H)-fenantranocarboxilico
Giberelina A29 7,30+0,03 347,186 S/'N SIS S/'N SIS SIS SIS - S/'S S/'S S/'S S/'S SI'N
Apigenina 6,56+0,03 269,045 S/'N SIS N/ S SIS N/ S N/'S - S/'N S/'S - - S/'S
5,3’,4’-tri-hidroxiflavona 5,72+0,06 269,045 S/N S/'S - - SIN S/'S S/'S - N/S S/'S S/'S S/'S
2-(3,4-di-hidroxifenil)-7-
hidroxi-2,3-di-hidrocrome-4- 5,17+0,02 271,061 - SIN - - - N/ S - - S/'S S/'S N/ S -
ona
Canferol 6,47+0,10 285,040 S/'N SIS - SI'N SI'N SIS N/ S S/'S S/'S S/'S N/ S S/'S
Quercetina 6,06+0,05 301,035 SIS SIS N/'S N/ S SIS SIS S/'S S/'S S/'S S/'S S/'S S/'S
Canferol-3-O-ramnosideo 5,91+0,11 431,098 S/IN - - - S/N N/ S - S/IN N/S - - S/'S
Quercetina-3-O-pentosideo 5,40+0,05 433,079 SI'N - - - S/'S S/'S - S/'S N/S - - S/'S
Canferol-3-O-glucosideo 5,14+0,05 447,093 SI'N SI'N - - S/'S S/'S N/ S S/'S N/S N/ S S/'S S/'S
Quercetina-3-O-ramnosideo 5,55+0,15 447,093 S/N SI'N S/N - S/'S S/'S S/'S S/'S S/'S N/ S - S/'S
5,8-di-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-7-metdxi-cromen-  5,79+0,10 461,109 S/'N - S/'N - - - - S/'N - - - S/'N
4-ona-3-O-ramnosideo
Quercetina-3-O-glucosideo 6,30+0,09 463,102 SI'N - - - S/'S S/'S - S/'S - N/S - S/'S
Canferol-3-O-(2-acetl 625:005 473110 = SIN - . - - . - . . - . SIN
ramnosideo)
4-acetil-2-metoxifenil-1-0O-
beta-D-glucopiranosideo-6-O-
(6-desoxi-alfa-L- 4,49+0,09 473,167 - - - N/S N/S  NIS s/'s - N/S SIS SIS -

manopiranosil)
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Continuacao

Ac. (galoil) quinico (a) 0.82+0,09 343,066 : Si's : N/'S
Ac. (galoil) quinico (b) 1,15+0,15 343,066 - SIS - N/ S
Ac (3'O'me“('£a'°") uinico 3084002 357,144 = SIN  SIN N/'S .
Ac. (B'O'me“('ga"’”) quinico 3354002 357,144  SIN  S/N s/s  NIS sI’s  N/S ; S/'s
Ac. (3'O'met'('£’a'°") quinico £ -140,08 357,144  SIN SIN N/S NS ; N/'S
Ac. di-(galoil) quinico (a) 3,54+0,02 495,078 - N/'S N/'S N/ S SIS
Ac. di-(galoil) quinico (b) 3,66£0,05 495,078 SIN - SIS N/'S -
Ac. di-(3-O-metilgaloi) 4174003 523110 SIN SIS sis  s/s s’s SIS | NIS S/'s
quinico (a)
Ac. di-(3-O-metilgaloil) 443+002 523110 SIN SIS s’s  NIS s’s  sis | s/s si's
quinico (b)
Ac. di-(3-O-metilgaloil) 4574002 523110 @ SIN  SIN s’s SIS s’s NIS | NIS S/'s
quinico (c)
Ac. (galoil)-(3-O-metilgaloil) 5 5/, 509004 | N /N NS s’'s N/S | NIS Sis
quinico (a)
Ac. (galoi)-(3-O-metilgaloil) 15,50, 509004 SN SIN N/'S s’s NIS | NIS S/'s
quinico (b)
Ac. di-(Galoil)-(3-O- 4274002 661,105 = SIN . s's . S's
metilgaloil) quinico (a)
Ac. di-(Galoil)-(3-O- 4414002 661,105 & S/IN ; s/s  NIS | N/S S/'s
metilgaloil) quinico (b)
Ac. di-(3-O-metilgaloil)-
(Galoil) quinico (a) 4694005 675120  SIN  S/N NS NIS s’s  NIS | SIS si's
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Conclusao

Ac. di-(3-O-metilgaloil)-

(Galoil) quinico (b) 4,82+0,02 675,120 S/'N - - - N/ S N/ S SI'N N/ S
Ac. 3,4,5-tri-O-(galoil) quinico ~ 3,99+0,02 647,089 - - - S/'S N/ S N/S S/'S
Ac. 3,4,5-tr1-0-(3-O- 505:0,10 689,136 = S/N SIS ; - si’s SIS - s’s  s/s  SIN Sis
metilgaloil) quinico
epicatequina-(44-8)- 431:008 561,148 Si's ; SIN - Si's s’s | sIs SIS
epiafzelequina
epicatequina-(44-8)-
epiafzelequina-(44-8)- 4,65+0,10 833,208 SIS - - - N/'S SIS S/'S S/'S S/'S

epiafzelequina

Detectado (S), N&o detectado (N), auséncia em ambos os extratos ACOEt e MeOH (-).
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As substancias fenolicas sdo produtos metabolizados a partir do metabolismo
secundario das plantas. Estes compostos sdo produzidos para a protecdo contra a luz UV,
insetos, virus e bactérias (REZENDE et al., 2016). Tais substancias fendlicas, incluindo os
acidos fenolicos, possuem propriedades bioativas, como antioxidantes (SOUSA et al., 2007),
antitumorais (NOLDIN et al., 2003), antimicrobianas (FERNANDES et al., 2006), entre
outras. Os é&cidos fenodlicos dos derivados de acido cindmico e &cido benzoico foram
detectados na maioria dos extratos dos 0rgdos vegetais das espécies de Copaifera. Os acidos
fenolicos, bem como outros polifendis, sao sintetizados a partir da via do chiquimato através
da L-fenilamina ou L-tirosina, uma vez que estes aminoacidos sdo 0s precursores comuns para

a maioria dos produtos fenolicos naturais (REZENDE et al., 2016).

Os &cidos galoilquinicos e os flavonoides quercetina-3-O-ramnosideo e o canferol-3-O-
ramnosideo sugeridos ja foram identificados e validados nos extratos polares das folhas de C.
langsdorffii (MOTTA? et al., 2017), bem como nos extratos polares das folhas de Copaifera
duckei, C. multijuga, C. paupera, C. pubiflora, C. reticulata (FURTADO et al., 2018), sendo
que tais substancias exibem excelente atividade antioxidante (MOTTA, 2014). Por
conseguinte, resultados promissores de gastroprotecdo foram encontrados em extratos polares
das folhas de C. langsdorffii, em modelos de dlceras induzidas por etanol-HCI em
camundongos (LEMOS et al., 2015). Os acidos galoilquinicos também foram testados em um
ensaio de gastroprotecdo no mesmo modelo de uUlcera induzida, os quais reduziram
significativamente a area total da lesdo e aumentaram a taxa de cura em compara¢cdo com 0
pantoprazol, além dos compostos testados exibem citotoxicidade contra células de
adenocarcinoma gastrico (MOTTA?, et al., 2017). De modo que, tais substancias bioativas
também foram detectadas nos extratos polares das folhas da C. langsdorffii, C. multijuga, C.
trapezifolia e C. lucens, neste trabalho. Logo, tais descobertas indicam os acidos
galoilquinicos como substancias marcadoras dos extratos das folhas de Copaifera e abrem
novas perspectivas sobre o potencial fitoquimico e farmacoldgico do género.

Doze flavonoides nas formas de aglicona e glicosideos, principalmente derivados de
quercetina e canferol foram detectados. Estas substancias formam um importante grupo de
metabolitos secundarios, os quais desempenham nas plantas a funcdo de proteger contra raios
UV, insetos, fungos, virus, bactérias e agentes oxidantes (OLIVEIRA et al., 2002; HEIM et
al., 2002; SHASHANK et al., 2013). Os produtos naturais ricos em flavonoides sdo apontados
como potenciais agentes terapéuticos, devido as diversas propriedades farmacologicas; estes

compostos demonstram ter acdo antitumoral, anti-inflamatoria, antiviral, antioxidante, além
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de agir no sistema imunoldgico, circulatério, cardiovascular e nervoso (OLIVEIRA et al.,
2002; HEIM et al., 2002; SHASHANK & ABHAY., 2013; GEORGIEV et al., 2014). Os
flavonoides relacionados na tabela 2 foram observados, principalmente, nos extratos das
folhas das espécies de Copaifera. Tais flavonoides detectados, juntamente com os acidos
galoilquinicos formam importantes classes metabdlicas presentes nas folhas das espécies de

Copaifera.

Os extratos das cascas de C. langsdorffii, C. multijuga, C. lucens e C. venezuelana
revelaram a presenca de uma classe metabdlica ainda pouco explorada entre as espécies do
género Copaifera, os taninos condensados, os quais foram primeiramente detectados em
estudos preliminares dos extratos polares das cascas de C. multijuga (PEREIRA et al., 2018).
Tais substancias fendlicas sdo classificadas como biopolimeros e possuem propriedades
antioxidantes, que foram avaliadas frente aos testes in vitro e in vivo com reducdo do estresse
oxidativo induzido por paracetamol, além do potencial efeito antineoplasico em células
tumorais de Ehrlich (ALBIERO et al., 2016; CUNHA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018).
Ressalta-se ainda que as cascas de Copaifera sp. sdo muito utilizadas na medicina popular
como ingrediente no preparo de chas para o tratamento de enfermidades, no qual os taninos

condensados pode estar relacionados.

5.4 Metaboldmica néo direcionada do Género Copaifera

A Metabolémica ndo direcionada esta baseada na andalise qualitativa do maior nimero
de metabdlitos possiveis e pertencentes as diversas classes quimicas contidas em um sistema
biolégico de estudo (CANUTO et al., 2018). Desta forma, a técnica de UHPLC-Q-Orbitrap-
HRMS é uma excelente abordagem para exploracdo dos metabdlitos secundarios presentes
nos extratos vegetais, entretanto sdo gerados grandes volumes de dados multivariados

complexos que necessitam de tratamento estatistico.

As analises estatisticas multivariadas buscam sintetizar informacGes e tendéncias na
composicado quimica dos extratos vegetais por meio dos algoritmos de covariancia (VILLAS
BOAS & GOMBERT, 2006). A analise dos componentes principais (PCA) distribuiu as
amostras em um plano bi e/ou tridimensional de acordo com a importancia dos picos
cromatogréaficos integrados, mapeando as substancias e revelando padrées na composicao

quimica dos 6rgéos vegetais.
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Os dados derivados das amostras extraidas em AcOEt e das amostras extraidas em
MeOH foram analisados separadamente como conjuntos de dados diferentes. Ambos o0s
conjuntos apresentaram tendéncias e comportamentos diferentes, principalmente, relacionados

ao solvente utilizado na extracao das amostras.

Foram considerados 0s extratos em 0rgdos vegetais de cinco espécies em quantidades
e proporgdes variadas; folhas (seis sp), cascas (quatro sp), galhos ( duas sp), sementes e flores

(uma sp).

Os dados cromatogréficos de TR (min) e AR (%) foram utilizados para estas analises
de PCA e seguiram a regra algoritmica de covariancia com a utilizacdo das componentes
principais (CP’s) 1-6. Para as analises de PCA com os dados das amostras em AcOEt foi
utilizado uma tabela mestra composta de 12 (amostras) x 147 variaveis (TR min). Para as
analises de PCA das amostras em MeOH foi utilizado uma tabela mestra composta de 12

(amostras) x 161 variaveis (TR min).

Como consequéncia da andlise de PCA sdo gerados dois tipos de representacGes
graficas, que devem sempre ser analisados em conjunto, o grafico de score plot e o gréafico de
loadings. O grafico de score plot mostra as coordenadas das amostras de acordo com o
sistema de eixos/varidveis formados pelas componentes principais. Ja o grafico de loadings
mostra 0 quanto cada variavel original contribuiu na construcdo de cada componente
principal; bem como explica o porqué dos agrupamentos observados no grafico de score plot.
Os gréaficos dos loadings das seis componentes principais analisadas para cada conjunto de

dados multivariados (AcOEt e MeOH) encontram-se nos anexos 31 e 32.

Os graficos de score plot foram subdivididos em combinagdes entre as PC’s 1-6 com
ilustracBes bi e tridimensionais, dos quais foi possivel observar agrupamentos e distingdes
caracteristicas de acordo com as coordenadas observadas para 0s 0rgaos vegetais analisados.
Foram utilizados seis componentes principais em vista a explorar o maximo de informagdes

relevantes sobre os conjuntos de dados.

5.4.1 Analise de Componentes Principais (PCA) — Extratos em AcOEt

A PCA revelou a similaridade e distin¢gdo metabdlica entre os 6rgdos vegetais (folhas,
cascas, galhos, sementes e flores) extraidos por maceragdo em AcOEt das cinco espécies de

Copaifera. A extracdo em AcOEt objetivou detectar metabo6litos de média polaridade.
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As duas primeiras componentes PC1 e 2 possuem juntas uma variancia explicada
superior a 55% (tabela 3, abaixo), 0 que é muito bom, pois tem boa representatividade dos
dados contidos nas variaveis originais (ROUMBOUTS et al., 2019). As seis primeiras

componentes (PC’s 1-6) representam um total de 90% da variancia explicada.

Tabela 3. Relacdo das PCs em acordo com a variancia explicada.

N° Componentes Porcentagem de

Principais Autovalor Variacio (%) Cumulativo (%)
1 428,492 37,611 37,611
2 237,200 20,820 58,431
3 118,001 10,357 68,789
4 98,059 8,607 77,396
5 97,470 8,116 85,513
6 69,296 6,082 91,596

De acordo com a andlise e inspecdo visual do gréafico tridimensional score plot (figura
43, A e B) com as combinac@es entre as PC’s 1, 2 e 3, sdo possiveis observar que as réplicas
das analises em triplicata se sobrepuseram demonstrando um bom desempenho instrumental.
Sendo observados agrupamentos em funcdo das espécies e o dos érgdos vegetais.

Figura 43. Grafico score plot 3D ilustrando a combinacdo das PC 1, 2 e 3: A-Agrupamentos
por 6rgdos vegetais; B-Agrupamentos por espécies.
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Os extratos dos 6rgdos vegetais (folhas, galhos e cascas) de C. multijuga destacam-se,

principalmente, em fungéo de PC1 e PC2 de acordo com a figura 43 B.

As réplicas dos extratos das folhas (2-FCM) e dos galhos (1-GCM) de C. multijuga
apresentaram grande similaridade (figura 44), as amostras assemelharam-se principalmente
pela presenca de um pico cromatografico com TR 8,02+0,04 min com area relativa (AR)
média de +38,40% para 0 2-FCM e £32,18% para 0 1-GCM, ambos relacionados ao ion-base

n&o identificado (NI) m/z 333,207.
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Figura 44. Cromatogramas em Base Peak de 1-GCM e 2-GCM (TR: 7,5-8,6 min).
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Os extratos das cascas de C. multijuga (3-CCM) assemelharam-se as cascas de C.
venezuelana (5-CCV), principalmente em funcdo da PC1 como observado na figura 43 A, as
amostras apresentaram perfis cromatograficos similares, o pico cromatografico determinante
no agrupamento foi detectado no TR 4,31+0,08 min com AR média de £67,49% para 3-CCM
e £49,71% para o 5-CCV, respectivamente (figura 45). O pico cromatogréafico no TR 4,31
min estd relacionado ao dimero epicatequina-(44-8)-epiafzelequina (m/z 561,140) detectado
por MS?, um tanino condensado, até entdo somente identificado nas cascas de C. multijuga

entre as espécies do género Copaifera.

Figura 45. Cromatogramas em Base Peak de 5-CCV e 3-CCM (TR: 3-6 min).
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Ainda de acordo com a figura 43 B é possivel observar uma forte distingdo das
réplicas do extrato das sementes de C. langsdorffii (6-SCLS) em funcdo de PC3, o 6-SCLS
diferenciou-se das demais espécies e 6rgaos vegetais e apresentaram picos cromatograficos
exclusivos com TR 4,81+0,03 min, 6,65+0,02 min, 7,27£0,03 min, 8,28+0,02 min e
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8,65+0,02 min com as AR’s médias de +33,33%, +4,12%, 5,73%, +5,82% e +6,64%,
respectivamente. Picos cromatograficos foram relacionados aos ions-base NI com m/z
165,054 nos TR’s 4,81 e 6,65 min, m/z 329,233 no TR 7,27 min, m/z 315,253 no TR 8,28 min
e m/z 297,243 no TR de 8,65 min. Tais picos detectados foram caracteristicos no extrato das

sementes de C. langsdorffii (figura 46).

Figura 46. Cromatograma em Base Peak de 6-SCLS (TR: 4,5-9 min).
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O grafico de score plot com a combinacdo entre a PC 4 e 2 na figura 47, revelou a
distincdo entre os extratos das folhas de quatro espécies, a C. multijuga (2-FCM), C.
langsdorffii (9-FCLS), C. trapezifolia (10-FCT) e C. lucens (11-FCL) as duas Ultimas citadas
apresentaram relativa semelhanca em fungédo de PC 4 e PC2. A tabela 4 apresenta 0s picos

cromatograficos mais influentes na distincao entre os extratos das folhas das espécies.

Figura 47. Gréfico score plot 2D ilustrando a combinacédo das PC4 x PC2.
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Figura 48. Cromatogramas em Base Peak de 2-FCM, 9-FCLS, 10-FCT e 11-FCL.
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Tabela 4. Relacdo dos picos cromatograficos mais influentes nas amostras 2-FCM, 9-FCLS,

10-FCT, 11-FCL.

TR

2-FCM  9-FCLS 10-FCT

11-FCL

(min) (AR%) (AR%) (AR%) (AR%) METABOLITOS
8,47+0,03 112,39 - - m/z 335,223
8,23+0,04 +11,88 - - m/z 333,207
8,02+0,02 +32,18 - - m/z 333,207
7,70+0,10 - - +11,28 19,38 m/z 307,191
7,67+0,02 +7,67 - - m/z 335,222
7,49+0,04 - +10,59 - - m/z 313,071
7,47+0,02 - - - +11,21 m/z 293,176
7,29+0,09 - - +22,87 +13,59 m/z 347,186
7,10+0,02 - - +6,97 m/z 307,191
7,01+0,03 - 16,97 - - m/z 343,082
5,93+0,08 - 17,30 +1,05 m/z 431,083
5,55+0,15 - +29,90 +6,98 +12,05  Quercetina-3-O-ramnosideo (m/z 447,092)
4,45+0,11 - - +2,52 +11,34 m/z 267,087

Portanto, de acordo com a andlise do grafico bidimensional na figura 47, os

cromatogramas na figura 48 e os dados da tabela 4, foi possivel observar uma forte distingdo
entre os extratos das folhas de C. multijuga (2-FCM), C. langsdorffii (9-FCLS), C.

trapezifolia (10-FCT) e C. lucens (11-FCL) e a presenca de picos cromatograficos

caracteristicos. As réplicas das analises de 2-FCM concentraram-se a direita do grafico, a

distingdo foi influenciada pela presenca dos picos cromatograficos com TR 8,02 min (AR
+32,18% e m/z 333,207), 8,23 min (AR +11,88% e m/z 333,207) e 8,47 min (AR £12,39% e

m/z 335,223) e seus respectivos ions-base NI. As réplicas das analises de 9-FCLS

concentraram-se na parte superior esquerda do grafico (figura 47), a presenca de quercetina-3-

O-ramnosideo (m/z 447,092), detectada por MS? no pico cromatografico com TR de 5,55 min

com AR de £29,90% contribuiu significativamente para a distingdo, bem como 0s picos com
TR 7,01 min (AR +6,97% e m/z 343,082) e 7,49 min (AR x10,59% e m/z 313,072) e seus
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respectivos ions-base NI. As réplicas das analises do 10-FCT e 11-FCL apresentaram relativa
similaridade e concentraram-se na parte inferior esquerda do grafico, a similaridade entre as
amostras foi influenciado para presenca de trés picos cromatograficos caracteristicos entre as
amostras, o pico com TR de 7,70 min (m/z 307,191) com AR média de +11,28% para o 10-
FCT e +9,38% para 11-FCL, no TR de 7,29 min (m/z 347,186) com AR média de +22,87%
para 0 10-FCT e £13,59% para 11-FCL e no TR de 4,45 min (m/z 267,087) com AR média de
12,52% para 0 10-FCT e +£11,34% para 11-FCL. A deteccdo de quercetina-3-O-ramnosideo
(m/z 447,092) no 9-FCLS, 10-FCT e 11-FCL indica o flavonoide como um biomarcado nas

folhas do género Copaifera.

A andlise do gréafico bidimensional na figura 49 A com as combina¢des de (PC 6 x PC
1) e os cromatogramas dispostos na figura 50 evidenciam uma discrepancia entre 0s extratos
das cascas das espécies, é possivel observar dois agrupamentos, o Grupo 1 esta localizado na
parte inferior do grafico composto pelas réplicas das anélises dos extratos das cascas de C.
lucens (12-CCL) e C. langsdorffii (7-CCLS) e o Grupo 2 localizado a esquerda do gréafico
composto pelas réplicas das analises dos extratos das cascas de C. multijuga (3-CCM) e C.
venezuelana (5-CCV). O Grupo 1, composto por 12-CCL e 7-CCLS as quais apresentaram
cinco picos cromatogréaficos similares listados na tabela 5. O Grupo 2, composto por 3-CCM e
5-CCV distinguem-se, principalmente, por apresentarem os picos cromatograficos com TR de
4,31+0,08 min e 4,65£0,10 min caracteristicos dos taninos condensados nas formas de dimero
epiafzelequina-(4p-8)-epicatequina (m/z 561,140) com AR’s de +57,56% (3-CCM) e
+41,71% (5-CCV) e o trimero epiafzelequina-(4/5-8)-epicatequina-(45-8)-epiafzelequina (m/z
833,209) com AR’s de £14,93% (3-CCM) e £8% (5-CCV).

Figura 49. Gréficos de score plot 2D ilustrando as combinacdes A (PC 6 x PC 1) e B (PC 5 x
PC1).
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Figura 50. Cromatogramas em Base Peak do Grupo 1 (7-CCLS; 12-CCL) e Grupo 2 (3-CCM,;
5-CCV) (TR: 3-8,8 min).
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Tabela 5. Relacdo dos picos cromatograficos mais influentes nas amostras 7-CCLS e 12-CCL.

TR 7-CCLS  12-CCL

(min) (AR%) (AR METABOLITOS
8,27+0,05 +1470  £2,05 m/z 457,333
6,23+0,10 +6,58 +8,06 m/z 285,040
5,51+0,06 +0,99  +16,03 m/z 243,029
5,35:+0,02 +0,45 +8,15 m/z 243,029
3,17+0,04 +6,97 +8,83 m/z 137,023

De acordo com a andlise do gréfico bidimensional na figura 49 B, é possivel observar
uma distin¢do das réplicas das analises do extrato das flores de C. langsdorffii (8-FICLS) na
parte superior do grafico em funcdo de PC 5. Logo, percebeu-se que seis picos
cromatograficos destacam-se para o 8-FICLS, os picos estdo listados na tabela 6 abaixo de
acordo com o cromatograma na figura 51. Destaque para a deteccdo do acido 2,5-di-hidréxi-
benzoico (m/z 153,018) no TR de 2,21 min com AR de +9,13%.

Tabela 6. Relagéo dos picos cromatograficos mais influentes na amostra 8-FICLS.

. 8FICLS

TR(MIN) \poe) METABOLITOS
8,640,03  +13,50 m/z 295,228
8,4040,04  +21,05 m/z 293,212
7,24+0,05  +6,70 m/z 287,223
3,83+0,08  +12,83 m/z 121,028

Acido 2,5-di-hidréxi-benzoico

2,21#0,12 9,13 (m/z 153,018)
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Figura 51. Cromatograma em Base Peak de 8-FICLS (TR: 2-9 min).
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Sintetizando as tendéncias e informacGes gerais observadas na analise multivariada dos
compostos principais das amostras extraidas em AcOEt. As réplicas das analises dos extratos
das folhas de C. multijuga (2-FCM), C. langsdorffii (9-FCLS), C. trapezifolia (10-FCT) e C.
lucens (11-FCL) apresentaram significativa distincdo. A quercetina-3-O-ramnosideo foi
detectada nos extratos das folhas C. langsdorffii (9-FCLS), C. trapezifolia (10-FCT) e C.
lucens (11-FCL) indicando o flavonoide como um possivel biomarcador das folhas das
espécies de Copaifera. As réplicas dos extratos em AcOEt das cascas de C. multijuga (3-
CCM) e C. venezuelana (5-CCV), demonstraram a presenca dos taninos condensados nas
formas de dimero epicatequina-(4/5-8)-epiafzelequina e trimero epicatequina-(44-8)-
epiafzelequina-(44-8)-epiafzelequina como a classe metabdlica marcadora das cascas das
espécies de Copaifera. As réplicas do extrato dos galhos de C. multijuga (1-GCM)
assemelharam-se as réplicas do extrato das folhas da espécie (2-FCM), ja as réplicas do
extrato dos galhos de C. venezuelana (4-GCV) se assemelham as réplicas do extrato das
cascas da especie (5-CCV), tais delimitacdes podem esta relacionada a proximidade entre os
Orgdos vegetais e suas extensbes. As réplicas dos extratos das flores (8-FICLS) de C.
langsdorffii apresentaram composicdo quimica distinta dos demais 0rgdos vegetais, pois
apresentaram seis picos cromatograficos caracteristicos no TR entre 2,21-8,64 min entre 0s

quais foi detectado o acido 2,5-di-hidrdxi-benzoico.
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5.4.2 Andlise de Componentes Principais (PCA) — Extratos em MeOH

A PCA revelou a similaridade e distincdo metabdlica entre os 6rgdos vegetais (folhas,
cascas, galhos, sementes e flores) extraidos por maceracdo em MeOH das cinco espécies de

Copaifera. A extracdo em MeOH objetivou detectar os metabolitos de alta polaridade.

As duas primeiras componentes PC 1 e 2 possuem juntas uma variancia explicada
superior a 65% (tabela 7, a abaixo), 0 que é muito bom, pois tem boa representatividade dos
dados contidos nas variaveis originais (ROUMBOUTS et al., 2019). As seis componentes

(PC’s 1-6) representam um total de 90% da variancia explicada.

Tabela 7. Relagdo das PCs em acordo com a variancia explicada.

Porcentagem de

N° de Componentes _
Princigais Autovalor Variacao (%) Cumulativo (%)

1 464,303 54,119 54,119

2 121,619 14,176 68,295

3 68,096 7,937 76,233

4 50,130 5,843 82,076

5 42,860 4,995 87.072

6 33,544 3,909 90,9823

De acordo com a andlise e inspecdo visual do gréfico tridimensional de score plot
(figura 52 A e B) com as combinagdes entre as PC’s 1, 2 e 3, s8o possiveis observar que as
réplicas das analises em triplicata se sobrepuseram demonstrando um bom desempenho
instrumental. Sendo possivel observar agrupamentos em funcdo das espécies e dos 6rgdos
vegetais.

Figura 52. Graficos score plot 3D ilustrando a combinagdo das PC’s 1, 2 e 3: A-
Agrupamentos por 0rgdos vegetais; B-Agrupamentos por espécies.
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A C. multijuga e seus extratos dos 6rgdos vegetais (folhas, galhos e cascas)
destacaram-se em relacdo as demais espécies, principalmente em funcdo de PC 1 e PC 2 como
destacado na figura 52 B. As réplicas dos extratos das folhas (2-FCM) e dos galhos (1-GCM)
de C. multijuga apresentaram grande similaridade, as amostras assemelharam-se devido a
presenca dos picos cromatograficos com TR de 8,02+0,05 min e 8,46+0,05 min com AR
média de £26,61% e +9,77% para 0 1-GCM e £22,96% e +8,59% para 0 2-FCM, ambos 0s
sinais estdo relacionados aos ions-base nao identificados (NI's) m/z 333,207 e 335,222,

respectivamente, de acordo com os cromatogramas na figura 53.

Figura 53. Cromatograma em Base Peak de 1-GCM e 2-FCM (TR: 7,6-9 min).
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Os extratos das cascas de C. multijuga (3-CCM) assemelham-se as cascas de C.
venezuelana (5-CCV), principalmente em funcdo da PC 1 como observado na figura 52 A,
pois ambos os extratos apresentaram perfis cromatograficos similares e revelaram a presenca
de um pico cromatografico caracteristico com TR de 4,31+0,08 min com AR de £61,81%
para 0 3-CCM e +47,53% para 0 5-CCV conforme a figura 54, o pico cromatografico
detectado em 4,31 min esta relacionado ao dimero epicatequina-(4/4-8)-epiafzelequina (m/z
561,140) detectado por MS?. O tanino condensado foi relatado, anteriormente, nas cascas de
C. multijuga (PEREIRA et al., 2018).
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Figura 54. Cromatogramas em Base Peak de 5-CCV e 3-CCM (TR: 2,9-7 min).
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O grafico de score plot com a combinacdo entre a PC 4 e 2 na figura 55, revelou a
presenca de um agrupamento composto, principalmente, por amostras de cascas, 0s extratos
dos galhos de C. venezuelana (4-GCV) e das cascas de C.multijuga (3-CCM), C.venezuelana
(5-CCV) e C. langsdorffii (7-CCLS) apresentaram proximidade ao centro do gréfico,
principalmente devido a presenca de dois picos cromatograficos com TR’s de 4,31+0,08 e
4,65+0,10 min com AR’s médias de +61,81% e +10,23% para a 3-CCM, +14,33% e +2,34%
para a 4-GCV, x47,53% e +9,18% para a 5-CCV e £1,74% (7-CCLS), conforme os
cromatogramas dispostos na figura 56. Os picos cromatogréficos foram detectados por MS?
como o dimero epicatequina-(44-8)-epiafzelequina (m/z 561,140) e o trimero epicatequina-
(4p-8)-epiafzelequina-(4-8)-epiafzelequina (m/z 833,209). Os taninos condensados foram

relatados, anteriormente, nas cascas de C. multijuga (PEREIRA et al., 2018).

Figura 55. Grafico 2D ilustrando a combinacdo das PC 4 x PC 2.
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Figura 56. Cromatogramas em Base Peak de 4-GCV, 3-CCM, 5-CCV e 7-CCLS (TR: 3,5-

5,25 min).
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Ainda de acordo com o gréafico de score plot da figura 55, foi possivel observar a
distingdo dos extratos das folhas de C. multijuga (2-FCM), C. langsdorffii (10-FCT) e C.

lucens (11-FCL) em relacdo as demais espécies e 0rgaos vegetais em funcdo de PC4 e PC2, as

diferencas também podem ser observadas nos cromatogramas disposto na figura 57. A tabela

8 a seguir, apresenta os picos cromatograficos mais influentes na distincdo entre os extratos

das folhas das espécies.

Tabela 8. Relacdo dos picos cromatograficos mais influentes nas amostras 2-FCM, 10-FCT,

11-FCL.
TR 2-FCM  10-FCT 11-FCL <
(min)  (AR%) (AR%)  (AR%) METABOLITOS
8,46+£0,02  +22,96 - - m/z 335,223
8,02+0,03 +8,59 - - m/z 333,207
i Quercetina-3-O-ramnosideo
5,565+0,15 +2,65 +10,99 (m/z 447,093)
) Ac. tri-3,4,5-(3-O-metil-galoil)-quinico
5,05+0,10 16,62 +8,87 (m/z 689,136)
i Ac. di-(3-O-metil-galoil)-(galoil)-quinico (a)
4,69+0,05 - +16,18 (m/z 675,120)
) Ac. di-(3-0O-metil-galoil)-quinico (a)
4,17+0,03 - 15,32 (m/z 523,109)
Ac. tri-(galoil)-quinico
3,99+0,02 - - +14,15 (m/z 647,089)
Ac. di-(galoil)-quinico
3,66+0,05 - - +11,06 (m/z 495,078)
2,87+0,06 - - +12,31 m/z 495,078
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Figura 57. Cromatogramas em Base Peak de 2-FCM, 10-FCT e 11-FCL (TR: 2,5-8,8 min).
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Portanto, de acordo com a analise do grafico bidimensional da figura 55 e os dados da
tabela 8 foi possivel observar uma forte distincdo entre os extratos das folhas de C. multijuga
(2-FCM), C. trapezifolia (10-FCT) e C. lucens (11-FCL) e a presenca de picos
cromatograficos caracteristicos (figura 57). As réplicas das analises do 2-FCM localizadas na
parte direita do gréafico, distinguiram-se das demais devido a influéncia da PC 2 e a detec¢éo
dos picos cromatograficos com TR de 8,02 min (AR +8,59% e m/z 333,207) e 8,46 min (AR
+22,96% e m/z 335,222), ainda sim, no TR de 5,05 min (AR £6,62%) foi detectado a presenca
do acido tri-3,4,5-(3-O-metil-galoil)-quinico (m/z 689,136) € no TR de 5,57 min (AR £2,65%)
foi detectado o flavonoide quercetina-3-O-ramnosideo (m/z 447,092). As réplicas das analises
do 10-FCT localizadas na parte superior esquerda do grafico séo influenciadas pela PC 4 e
distinguiram-se das demais devido a presenca dos picos cromatograficos correspondentes aos
acidos galoilquinicos com TR de 4,69 min (AR £16,18%) que correspondeu ao acido di-(3-
O-metil-galoil)-(galoil)-quinico (a) (m/z 675,120), no TR de 4,17 min (AR de %5,32%)
relacionado ao acido di-(3-O-metil-galoil)-quinico (a) (m/z 523,109) e no TR de 5,57 min
(AR £10,99%) foi detectado o flavonoide quercetina-3-O-ramnosideo (m/z 447,093). As
réplicas das analises do 11-FCL localizadas na parte inferior esquerda do grafico, as quais
foram influenciadas pela detecgdo no TR de 3,99 min (AR +14,15%) do acido 3,4,5-tri-O-
(galoil)-quinico (m/z 647,089) e no TR de 2,87 min (AR de £12,31%) o ion NI com m/z
495,078.
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Bem como relatado na literatura, a presenca de polifendis como os acidos
galoilquinicos e flavonoides no género Copaifera foi primeiramente relatada nos extratos
polares das folhas de C. langsdorffii (MOTTA, 2014; MOTTA?® et al., 2017). Logo, por meio
do estudo em questdo, verificou-se que outras espécies do género Copaifera também
produzem esses metabdlitos secundarios com potencial antioxidante, tal tendéncia foi
observada com a deteccdo dos &cidos galoilquinicos (m/z 495,078; 523,109; 647,089;
675,120; 689,136) e do flavonoide quercetina-3-O-ramnosideo (m/z 447,093) o que indicam a

presenca de classes metabolicas marcadoras das folhas do género Copaifera.

O gréfico bidimensional de score plot na figura 58 A ilustrando as combinagdes da PC
6 e 2 evidenciou-se uma distin¢do discreta das réplicas das analises do extrato das sementes
de C. langsdorffii (6-SCLS) em funcdo de PC 5, tal distin¢éo foi influenciada por cinco picos
cromatograficos detectados somente no extrato das sementes e estdo relacionados na tabela 9

e conforme o cromatograma na figura 59 abaixo.

Figura 58. Graficos 2D ilustrando as combinacdes A (PC6e PC2)e B (PC5e PC 2).
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Figura 59. Cromatogramas em Base Peak de 6-SCLS (TR: 7,6-9 min).

RT: 760-9.01 SM: 7G R

100 316907 11-FCL
90%
aoé
70%
60;
] 850

50
1 8.00 319.227
317.212 863

\ 321.244
\ /

l 382
1

Relative Abundance

40

i
S \
; T.69 237233

\

830
\47' 348 3r212
- a 891
10] 335222 \ AN
1 o~ N -\\ / \}{
0
76 77 18 79 80 81 82 83 84 85 86 BT 88 89 9

Time (min)

102



Tabela 9. Relacdo dos picos cromatograficos exclusivos da 6-SCLS com tempos de retencéo,
areas relativas e metabolitos sugeridos.

. 6-SCLS
TR (min) (AR%) METABOLITOS
8,60+0,03 +5,80 m/z 317,212
8,48+0,03 +6,62 m/z 319,228

Acido 5-[(8a S)-tetra-2,5,5,8a-tetrametil-
8,20+0,10  +15,92 3-0x0-4a,6,7,8-tretahidro-4H-naftalen-1-
il]-3-metilpentandico (m/z 319,228)
Acido (E)-5-(1,2,4a,5-tetrametil-7-oxo-
8,08+0,05 +6,36 3,4,8,8a-tetrahidro-2H-naftalen-1-il)-3-
metilpent-2-endico (m/z 317,212)
7,88+0,04  +575 m/z 337,238

De acordo com a anélise do grafico bidimensional na figura 58 A com as combinagdes
da PC 6 e PC 2 foi possivel observar uma distincdo discreta das réplicas das analises do
extrato das sementes de C. langsdorffii (6-SCLS) em funcédo da PC 6, pelo menos cinco picos
cromatograficos (Figura 59) foram caracteristicos com destaque para os diterpenos detectados
no TR de 8,08 min (AR %6,36%) correspondendo ao &acido (E)-5-(1,2,4a,5-tetrametil-7-oxo-
3,4,8,8a-tetrahidro-2H-naftalen-1-il)-3-metilpent-2-endico (m/z 317,212) e no TR de 8,20 min
(AR +15,92%) relacionado ao é&cido 5-[(8a S)-tetra-2,5,5,8a-tetrametil-3-0x0-4a,6,7,8-
tretahidro-4H-naftalen-1-il]-3-metilpentanéico (m/z 319,228) ambos detectados por MS?.

Ainda de acordo com a andlise do grafico bidimensional na figura 58 A foi possivel
observar uma aproximacao entre as réplicas das analises dos extratos das cascas de C.
langsdorffii (7-CCLS) e C. lucens (12-CCL) em funcéo da PC 6 na parte inferior esquerda do
gréfico, tal relacdo foi influenciada principalmente pela presenca do pico cromatografico com
TR de 7,30£0,03 min relacionado ao metabolito diterpeno giberelina A29 (m/z 347,186) com
AR media de +4,87% para a 7-CCLS e +10,09% para a 12-CCL.

Analisando o gréafico bidimensional na figura 58 B com as combinagdes das PC’s 5 e
2, foi possivel observar uma forte distingdo das réplicas das anlises do extrato das flores de
C. langsdorffii (8-FICLS) e uma discreta distingdo do extrato das cascas de C. lucens (12-
CCL) em relacdo aos demais extratos dos orgaos vegetais em funcdo de PC5. A distingcdo das
réplicas do 8-FICLS foram influenciadas por um conjunto de cinco picos cromatograficos
caracteristicos relacionados na tabela 10 e podem ser observados no cromatograma na figura
60. A discreta distingdo observada nas replicas do 12-CCL foi influéncia pela deteccao
exclusiva do pico cromatografico no TR de 7,05 min (AR +10,69%) o0 qual correspondeu ao
ion-base NI com m/z 525,270.
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Tabela 10. Relacdo dos picos cromatograficos exclusivos da 8-FICLS com tempos de
retencdo, areas relativas e ions-base.

TR (min) 8-FICLS ions—bage e

(AR%) Metabolitos
8,65+0,05 18,22 m/z 297,243
8,57+0,06 16,63 m/z 297,243
8,27£0,08 13,25 m/z 315,254
8,01+0,04 6,73 m/z 313,238
7,05£0,05  £10,69 m/z 525,270

Figura 60. Cromatogramas em Base Peak de 8-FICLS e 12-CCL (TR: 6,8-9 min).
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Sintetizando as tendéncias e informacdes gerais observadas na analise multivariada dos
componentes principais das amostras extraidas em metanol, foi possivel indicar classes
metabolicas biomarcadoras para os extratos das folhas e das cascas das espécies do género
Copaifera. Os é&cidos galoilquinicos e o flavonoide quercetina-3-O-ramnosideo foram
detectados em grande parte das réplicas dos extratos das folhas de C. trapezifolia (10-FCT),
C. lucens (11-FCL) e C. multijuga (2-FCM). Os taninos condensados nas formas de dimero
epicatequina-(4p-8)-epiafzelequina e trimero epicatequina-(44-8)-epiafzelequina-(44-8)-
epiafzelequina foram detectados nas réplicas dos extratos das cascas de C. multijuga (3-
CCM), C. venezuelana (5-CCV), C. lucens (12-CCL) e C. langsdorffii (7-CCLS) indicando a
classe metabdlica marcadora das cascas das espécies de Copaifera. As réplicas do extrato dos
galhos de C. multijuga (1-GCM) assemelharam-se as réplicas do extrato das folhas da espécie

(2-FCM), ja as réplicas do extrato dos galhos de C. venezuelana (4-GCV) se assemelham as
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réplicas do extrato das cascas (5-CCV) da espécie, tais aproximacgdes podem esta relacionada
a proximidade entre os Orgdos vegetais e suas extensfes. As réplicas dos extratos das
sementes (6-SCLS) e flores (8-FICLS) de C. langsdorffii apresentaram composi¢do quimica
distinta dos demais 6rgdos vegetais, as sementes (6-SCLS) destacaram-se com a presenca de
cinco picos cromatogréaficos caracteristicos no TR entre 7,88-8,60 min entre os quais foram
detectados dois 4&cidos diterpenos pelo perfil de fragmentacdo, as flores (8-FICLS)

apresentaram seis picos cromatograficos caracteristicos no TR entre 5,53-8,65 min.
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6. CONCLUSOES

O estudo metabolémico das espécies de Copaifera revelou-se extremamente satisfatorio
para a caracterizagdo e mapeamento dos metabdlitos presentes nos extratos dos Orgaos

vegetais.

A técnica hifenada de UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS foi aplicada com sucesso e se
mostrou extremamente eficiente no perfilamento metabdlico dos extratos dos 6rgaos vegetais

e na deteccéo dos metab6litos por meio da fragmentacdo MS? dos metabélitos presentes.

A técnica mostrou-se extremamente eficiente em termos de reprodutibilidade,
seletividade, versatilidade e precisdo espectrométrica, além de proporcionar analises rapidas e

maior economia no consumo de solventes organicos.

Foram detectados um total de 47 metabolitos, dos quais 4 foram identificados por
comparacdo com padrées de referéncia. Diversas classes metabodlicas foram detectadas como
acidos fenolicos (derivados de ac. cindmico e ac. benzoico), &cidos graxos (&c. sebacico, ac.
abscisico etc.), acidos diterpenos (Giberelina A29, Ac. 5-[(8a S)-2,5,5,8a-tetrametil-3-0xo-
4a,6,7,8-tetrahidro-4H-naftalen-1-il]-3-metilpentandico etc.), uma rica variedade de
polifendis, como flavonoides agliconas (quercetina, canferol, etc.), flavonoides glicosilados
(derivados de quercetina e canferol), um glicosideo fenodlico, acidos galoilquinicos mono-, di-
e tri-substituidos e suas variedades isoméricas detectadas em diferentes tempos de retencéo, e

taninos condensados nas formas de dimero e trimero.

As andlises estatisticas de PCA proporcionaram um excelente suporte técnico para o
mapeamento dos metabdlitos presentes nos extratos dos O0rgaos vegetais extraidos em AcOEt
e MeOH. Os dados cromatogréaficos (acima do limite de AR >0,10%) foram analisados em
dois lotes (dados AcOEt e MeOH) em virtude na natureza quimica do solvente extrator, 0s
guais revelaram tendéncias metabdlicas diferentes, principalmente para as folhas, em virtude

da afinidade e interacéo solvente-amostra no processo de maceracao.

Os extratos das folhas apresentaram tendéncias diferentes em ambos os solventes
extratores. Nas amostras em ACcOEt, foi possivel detectar a presenca do flavonoide
quercetina-3-O-ramnosideo em 3/4 amostras dos extratos das folhas de Copaifera analisadas.
Ja nas amostras em MeOH, foi possivel detectar, além da quercetina-3-O-ramnosideo, 0s

acidos galoilquinicos di- e tri-substituidos em 3/4 amostras dos extratos das folhas de
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Copaifera analisadas. Desta forma os acidos galoilquinicos e o flavonoide quercetina-3-O-

ramnosideo podem ser considerados marcadores das folhas de Copaifera.

Nos extratos das cascas foram observadas tendéncias similares em ambos os solventes
extratores. Nas amostras foram detectadas a presenca comum de taninos condensados
(derivados de catequina) nas formas de dimero e trimero entre os extratos dos galhos e cascas
de Copaifera estudadas. Indicando assim, os taninos condensados como possiveis marcadores

das cascas de Copaifera.

Nos extratos dos galhos apresentaram tendéncias divergentes e semelhantes em ambos
0s solventes extratores. As amostras dos galhos de C. multijuga apresentaram composicédo
similar as folhas, tal relacdo pode estar diretamente relacionada a proximidade entre 0s 6rgaos
vegetais. Bem como as amostras dos galhos de C. venezuelana que apresentaram composi¢éo

semelhante as cascas.

As sementes e flores de C. langsdorffii apresentaram perfis metabdlicos diferenciados e
distantes da composicdo dos demais 6rgdos vegetais. Diversos picos cromatograficos
presentes nos 6rgéos ndo foram passiveis de identificagdo por meio dos dados espectrais MS?,
logo recomendam-se estudos fitoquimicos mais direcionados e 0 acompanhamento por outras

técnicas espectrométricas e espectroscopicas.
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8. ANEXOS

Secdo 5.1 Perfis de fragmentacdo dos metabolitos detectados nos extratos dos 6rgaos vegetais

(Espectros MS? dos padrdes de referéncia)

Anexo 1. Espectro MS? do 4cido gélico.
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Anexo 2. Espectro MS? da epicatequina.
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T: FTMS - p ESld Full ms2 288.9363@hcd30.00 [5

100

© ©
o o

~
o

a
o
v b beepr b v b b beree e

109.028
112.557
125.023

137.023 151.039

165.018

97.028

81.033 95049

A

57.033 ‘
i L
(Aans tana |ASAREAMSAS Ansas nases

e}

245.082

203.071

199.075
179.034 \

187.039 | 221.081

‘\.“ mHl\

248.063

231.029
PR T

227.071 ‘

T
160

271.060

T
170

289.072

60 80 100 120 140 160

T
180 200 220 240

m/z

Anexo 3. Espectro MS? quercetina-3-O-glucosideo.
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Anexo 4. Espectro MS? quercetina.

quercetina #1697 RT: 6.05 AV: 1 NL: 2.05E9
T: FTMS - p ESlId Full ms2 300.6086@hcd30.00 [5

151.002

100

90

121.028

107.012

147.008
93.033 ‘ ‘

7 65.002 125.023

178.998

161.023

193.013
| .

229.050
"

271.025

2

301.035

74.045

83.012
|

80

O rrerrrerpeted
60

et T
120 140

Anexo 5. Espectro MS? canferol.

canferol #1842 RT: 6.47 AV: 1 NL: 1.03E10
T: FTMS - p ESId Full ms2 284.9926@hcd30.00 [S

1004
90
804

70

60—

151.002

50—

404
30

20

154.041
163.002
133.028 143.049
11 L

169.065

I e |
| |
L

‘169013
|
Mgty predpriethnoy -
180 200

m/z

160

185.060 213,055

211.039
199.038

il
:

187.039 215.033
| ‘ 221.260

215.034

220

229.050

239.035

Tttt
240

243.030

257.045
|

260

255.029

T T T T T
130 140 150 160 170

180 210

151.002
3

190 200 220

230 240

T T
250 260

/
284.035
T
280

300

285.040

268.03 .

65.002 83.012 93.033 107.013
R R e e e e e R anaes e
60 80 100

135.008
e |

120 140

Anexo 6. Espectro MS? apigenina.

apigenina #1770 RT: 6.56 AV: 1 NL: 7.98E9
T: FTMS - p ESId Full ms2 269.0899@hcd30.00 [S
100+ 151.002

149.02:

117.033

] 159.044

169.064 185.060
e A et Aatne: T
200

160 180

m/z

201.055
181.064 107.060
183,044

213.055 229.051
T

220

225.055

227.035

241.050

255.029
I
THT

T
240

248.469
I

T T T T
o 120 130 140 150

| 117.033
1

T
160

I
T T T T
170 180 190 200 210

181.064

T T
220 230

201.055

T T
240 250

225.055
I

260

280

269.045

65.002 83.013 107.012
T T T T T T T e e T T
60 80 100 120

180

200

241.050
T

T T
220 240

T
260
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Secdo 5.2 Perfil cromatografico UHPLC-Q-Orbitrap-MS

Cromatogramas obtidos em analises em triplicata por UHPLC-Q-Orbitrap-MS

(Amostras obtidas em AcOEt)

Anexo 7. 1-AGCM (a, b e ¢)-Extrato dos Galhos de C. multijuga.

RT: 0.00-9.00 SM: 7B

8.01 NL:
333.207 1.16E9
8.0 Base Peak
s MS
100+ 333.307 bo_1_agem-
] -
90 2.65E9
= Base Peak
b MS
80 bg_1_agem-
3 b
70 INL.
- 1.12E9
B Base Peak
60 MS
3 bg_1_agcm-
505 ©
3 8.47
403 335.222
] A 8.4
30 \
20
| 0.41 0.97 2.20 3.16 3.82 4.81
103 170.832 170.832 153.018 137.023 121.028 165.054
3/ 044 1.65 2.17 3.16 381 481 _ 555 .
o/ 16084 162.838 153.018 137.023 121.028 165.054 447.092 ° . L
s M e e R e e e s s .
o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Time (min)
Anexo 8. 2-AFCM (a, b e ¢)-Extrato dos Folhas de C. multijuga.
RT: 0.00-9.00 sSM: 7B
8.02 NL
333.207 1.19€9
8401’ Base Peak
MS
100~ 333.2¢07 bg_2_afcm-a
3 INL.
3 1.83E9
90 Base Peak
3 MS
80 bg_2_afcm-b
3 NL:
3 1.24E9
704 Base Peak
5 MS
604 bg_2_afcm-c
503 8.21
3 333.207
403
3 7.68 8;.47
303 6.66 335.222 35,222
E 349.201
20 6.47 |
3 0.37 0.97 223 3.25 3.84 5.0 5.29 365.196
103 | 191.056 170.832 153.018 183.029 121.028 689.136 211.060 6.46/\
31/ 037 178 222 325 3.82 506 528 = SESIA .
oY/101056 162.838 153.018 183.029 121.028 ~ 689.136 211.060° ANN NN o
e e s A A e e .
o 1 2 6 7 8 9
Time (min)
Anexo 9. 3-ACCM (a, b e ¢)-Extrato dos Cascas de C. multijuga.
RT: 0.00-9.00 SM: 7B
4.33 NL:
561.139 9.65E8
4.3 Base Peak
561.440 e 3 acem-
100 ,\ P93
1 I NL:
90 1.45E9
| Base Peak
| MS
80 bg_3_accm-
3 b
703 INL:
\ 1.18E9
— Base Peak
60 A\ Ms
7 \ '\ bg_3_accm-
| ic_19073123
507 4.14 \ 1724
561.14/
409 4.00 N7 4.68
! 561.140/ 3,
30 |
E 8.03
209 6.10 333.20
3| o038 o077 223 318 3.62 } bal by 666 7.69 207 850
103 | 205839 170.832 153.018 137.023 289.072]) S<7¢ 349.202 335.222 02 319.227
3/ 043 1.45 1.89 3.17 362 |/ - 64r202 ,. 665  _7.68 333207
J/ 162.838 162.838 160.841 137.023 289.072 349.202 335222 [\ | B
T T T L T T T T T IR RS AAAE RASE RARS RARS RARS REAS RARS R 2
o 1 2 3 4 6 7 8 9
Time (min)
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Anexo 10. 4-AGCV (a, b e c)-Extrato dos Galhos de C. venezuelana.

RT: 0.00-9.00 SM: 7B

8.23 NL:
319.227 2.42E8
8.21] Base Peak
Ny MS
100— 319.327 bg_4_agcv-a
] NL:
] 5.33E8
90 Base Peak
] MS
80 bg_4_agcv-b
| INL.
1 3.17E8
Base Peak
MS
bg_4_agcv-c
4.81
165.054
] 8.83
30 317.212
] 4.31 5.71
] 161.023 269.045 \
207 3.17 e
0.27 0.71 222 137.023 411 Eg J\ LY JA \
N 146,965 172.830 153.018 214 319.046 71‘? 1 1/ \ ;{ NN AN
—
029 . 1.25 1.65 2.05 137.023 _ 410 ,3/'/\\_ A\ /\ y \ N \/
01588898 160.841 160.841 162.838 ; 319.046 /7 \ |
R I L o ARAS Rans e S e T AR s T T T ™
o 1 2 3 4 6 7 9
Time (min)
Anexo 11. 5-ACCV (a, b e ¢)-Extrato dos Cascas de C. venezuelana.
RT: 0.00-9.00 SM: 7B
NL:
1.24E9
Base Peak
MS
100 bg_5_accv-a
| NL:
] 1.53E9
907 Base Peak
] MS
80 bg_5_accv-b
] INL.
1 1.22E9
70 Base Peak
| MS
B - bg_5_accv-c
60 561.14
504
404
304
3 64?02802 8.28 892
20 633.378 617.38%
3 0.39 0.82 2.20 3.16 3.61 \2 7.08 7.35 Nsso
103 | 197.807 146.966 153.018 137.023 289.07 . 641 331.248 343083 [y 2a
3/ o038 1.56 1.91 7.08 737 T AN
1/ 205.839 162.838 160.841 3 ) - / \ 331 248 343 083 /
O T T e e e e R ey R T R RETaees
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Time (min)

Anexo 12. 6-ASCLS (a, b e c)-Extrato dos Sementes de C. langsdorffii.

RT: 0.00-9.00 SM: 7B

4.82 NL:
165.054 7.01E8
4.81] ’I\B/Iaése Peak
100 165.0%4 bg_6_ascls-
] a
] INL:
907 1.32E9
] Base Peak
B Ms
80 bg_6_ascls-
3 b
704 NL
] 7.95E8
B Base Peak
MS
bg_6_ascls-c
5.54 165.054
] 0.37 0.70 2.19 3.17 3.83 1641-5072 187.097 6.12
10 1215904 170832 153.018 137.023 121.028 ;»51 554\ .. 165.054 y /
J/034 1.73 2.19 344 381 _ s y \ . /J,87,U97\ 6.11 /\ / 7
J/191.072 162.838 153.018 137.023 121028 " 7/ \ . 165 055 /
e o e e e e e o . e
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Time (min)
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Anexo 13. 7-ACCLS (a, b e c)-Extrato dos Cascas de C. langsdorffii.

RT: 0.00-9.00 SM: 7B

8.28 NL:
457.333 3.83E8
Base Peak
8.2,
MS
100 457:ﬁ 3 l;gf?faccls-
E NL:
90 3.87E8
| Base Peak
| MS
80 bg_7_accls-
] b
70 INL
] 6.02E8
GOE ’l\SAaSse Peak
] bg_7_accls-c
50
20 28k.040
E 7.93
4 | 473.32
304 | 7.09 8.61
i 3.16 347.186 487.342
20 137. 023 4.26 5.04 5.52 7.04 y
] 0.34 1.20 2.19 \ 833209 511145 243029 299.05 )('\ / \i 8.
103 [191.072  357.083 153018, 3V 3.92 PN 508\ o/da | SO~ I E
1/034 0.68. . 214 ? 177019 ‘32’16 511/ﬂ45 2[@029 ‘!\‘--, J . \
J/191.072 170.832 153.018 /N ) .\ A \ -
e e T ] T prtre : !
o 1 2 3 4 5 6 9
Time (min)
Anexo 14. 8-AFICLS (a, b e c)-Extrato dos Flores de C. langsdorffii.
RT: 0.00-9.00 SM: 7B
8.42 NL:
293.212 1.99E8
8.40] ’I\Bﬂaése Peak
100 293[ 2 bg_8_aflcs-a
4 NL -
| 2.48E8
904 Base Peak
30; ’lz‘gLfBiaﬂcs—b
E 1.39E8
70+ Base Peak
| MS
60 bg_8_aflcs-c
50 l
1| os3s
404 | 191.055
E 3.82
30 121.028
E 4.81
20 \ 2.16 137.023  5.54 6.57
] \\\ 0.69 153.018 137% ’7 \ 187.097 337.238
10 \ \ 241.884 2.16 3.3 i j Aes\osg\p{ ) 553\ o\ |\
q U N 167 153.018 137.023 // , , .. 1‘//\ .. 187, v/
YV o\ 162.838 . | LA \ o \sr s
O~ IR A e e | T T \ w T \ T [Aansnnssnens aansnans T T |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Time (min)
Anexo 15. 9-AFCLS (a, b e ¢)-Extrato dos Folhas de C. langsdorffii
RT: 0.00-9.00 SM: 7B
5.56 NL:
447.093 8.14E8
55 aasse Peak
447.0%3 bg_9_afcls-a
INL:
1.14E9
Base Peak
MS
bg_9_afcls-b
INL
7.39E8
Base Peak
MS
bg_9_afcls-c
E 7.09
503 329.066 3135072
3 7.5)
40 7.09/
] 5.92 313.072
] 431097  329:0¢ 1 |
30 8.19
3 6.24 291. 196
B 285;040 | l
204
1 035 0.69 219 3.36 3.82 5.07 6 8.19)\ 293212
107 | 191055 170.832 153.018 313,003 121.028 689.135 285040 ] \. /| | 291.19)
3 385 5.07 ARYARY/ L }I (A9 . { -
J]/0.35 1.77 2.19 3.37 ° . 07 . A YRR N ! .
J/101.055 162.838 153.018 313,003 121028 "~ 77 '689.136 J \ J \} T
T T MM ARAS RRAS MRS RASE RARRARE LARAS RARE AR M RS RS AR LARAS RAAS RARS AARS RARS] T |MMALARSS BaRS ) 1
o 1 2 3 4 7 8 9
Time (min)
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Anexo 16. 10-AFCT (a, b e ¢)-Extrato das Folhas de C. trapezifolia.

RT: 0.00-9.00 SM: 7B

7.31 NL:
347.186 4.98E8
7.30] Base Peak
- MS
oo 347.146 bg_10_afct-a
| NL:
] 6.92E8
90 Base Peak
| M
80 lbg_10_afct-b
NL:
| 770 14.65E8
; Base Peak
307.191 s
8.61 |pg_10_afct-c
321.244
6.94
381.191]
5.57 7110
44f7.093 307290
E 6.24
] f 285.040 [
307 { 6 / V’
E 4.45 :
203 267.087 54g 285060 ' ',\\
] 0.36 0.61 218 3.16 3.94 ¢ \ 447.09 A\ (W |
10 | 191.055 241883 153.018 137.023  177.019 | U WV /)( | \
4 /036 67 510 3.16 R L VAV VAT AU Y \
J/191.055 160.841 153.018 137.023  523.1( \ VA /\// |
O P e e e e T T )
o} 1 2 3 4 6 7 8 9

Time (min)

Anexol7. 11- AFCL (a, b e c)-Extrato dos Folhas de C. lucens.

RT: 0.00-9.00 SM: 7B

7.33 NL:
347.186 7.04E8
73 Base Peak
100 5.58 347. bg_11_afcl-a
B 251.092 7.70 NL:
] 307.191 1.10E9
90 5. 7,49 Base Peak
] 251.042 191 MS
< 4.45 il bg_11_afcl-b
807 267.087 L
E I 8.02E8
70— Base Peak
B I Ms
B bg_11_afcl-
60 c_19073122
| 5040
50
5.21
249.07
7
0.37 0.89 2.19 3.41 5.2
107 |.201.055 343.066 153.018 _ 325.057 495078 ‘p/%49-d0){g |
1/036 0.91 2.18 341 syee JU AN
1/191.055 343.068 153.018 325,056 .. (N
O e e e e !
0 1 2 3

Time (min)

Anexo 18. 12- ACCL (a, b e ¢)-Extrato dos Cascas de C. lucens.

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

5.53 NL:
243.029 7.01E7
5.52] aaése Peak
100 243.029 BG_12_ACC
B L-A
] NL:
90 7.48E8
| Base Peak
3 MS
803 6.23 bg_12_accl-
1 535 285.040 o
704 243.029 INL:
| 6.29E8
] Base Peak
60 s
| bg_12_accl-
504 c
40
E 7.22
] 363. 181 8.59
e 3.16 828  633.380
203 | 167020 e 3 86 457 333
] i 097 221 3. 4.00 299.056 477393327 I
103 8 4& 170.832 163.018 1374« 561.140 W 3, 8/2,«(
1/ 170832 164 216 JT X 361 A \;/ 7 gsfzs &\ i
E 167,034 153.018 { \ 153018 ’ ,}
O oo R L ey e : [
0 1 2 3 7 s 9

Time (min)
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(Amostras obtidas em MeOH)
Anexo 19. 1-MGCM (a, b e c)-Extrato dos Galhos s de C. multijuga.

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

8.01 NL:
333.207 2.68E9
8.00 Base Peak
333.407 s :
100 g_1_mgcm
B a
| NL:
903 5.12E9
.| Base Peak
| MS
80 bg_1_mgcm-
B b
70 NL:
13.10E9
- Base Peak
60 Ms
3 bg_1_mgcm-
50 c_19080116
4 6.64 5145
3 349.201
40
E st 7.04 8.46
B <M 29.055 335.222
30
B 6.23 A 7.67 8.4¢
20 285.04 \ \ 3352 35.2
B 0.35 0.65 2.24 3.18 4.55 4.82 5.56 L\
1 | 191.055 233.066 153.018 137.023 523.100 165054 447093 A/M\f}@ ! \1 /} WAVALR
10 2 555 AT e
4 /034 0.61 2.18 3.15 a4, A \ ’ ) \jJ A \)/ 1R
0491055 233.066 153.018 137.023 A VU \VARSIN
T T T T T Aananany T AR A AL AR AR RN R |
o 1 2 3 7 8 9
Time (min)
Anexo 20. 2-MFCM (a, b e ¢)-Extrato das Folhas de C. multijuga.
RT: 0.00-9.00 SM: 7G
8.02 NL:
333.207 1.15E9
8.01] Base Peak
: MS
100~ 333.207 bg_2_mfcm-
| a
| NL:
90 1.79E9
| Base Peak
| MS
807 bg_2_mfcm-
3 b
70 INL:
3 1.30E9
B Base Peak
60 Ms
| bg_2_ mfcm-
50 4.18 5.05 ©
E 523.108 689.136 8.47
B 0.36 335.222
407 | 191.055 455 l
3 N 6.66
30 523.109 349,201 {
: 7.69
5.57 )
20 3.15 3.40 447.092  6.46 <
7 l\ \ 1.24 221 357.083 357.083 (\ 365.19°
104 NN 357.083 153.018 Basg\ | 6 17 /\'J,
1/ 1 ‘\-;, 1.19 218 296 35083 M\ {, . M I »
o] I\ 357.083 153,018 310.093 N \ JTUNLT T N
A iaatinata T . adasantna: Tt i R
o 1 2 3 4 5 3
Time (min)
Anexo 21. 3-MCCM (a, b e c)-Extrato das Cascas de C. multijuga.
RT: 0.00-9.00 SM: 7G
4.31 NL:
561.138 4.46E8
4.31 Base Peak
. MS
100~ 561.1839 bg_3_mccm-
| a_19081511
| 4938
90 INL:
] 7. 76E8
| Base Peak
80 Iy
bg_3_mccm-
703 b_19080114
B 1308
| NL:
60— 6.43E8
4.46 Base Peak
e ¥ MS
50 | \,—576*17'140 bg_3_mccm-
Ic
403 4.13 ||\ |
561.1. '\ \
30 4.00 ‘ 4.68
E 0.34 561. 13 L 833.210
204 | 341208 \ 517
3 |o3 055 125 223 391 \\\ 833.210 6.09 6.93 7.59 8.74
103 FLAPB. 446115 315073 433135 157, 023 498.12 |\ 54\ 641.202  539.251 368.976 265.148
3/ o 206 316 358 j“\J N 8332“*9 L 508 008 B8 .. 809
o | | 170.832 433.135 137.023 521 151 /‘ 641.202 539.250 '368.977 265 148
T T T T T T T T T e e IAaaanass nanal
o 1 2 8 9

Time (min)
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Anexo 22. 4-MGCV (a, b e ¢)-Extrato das Galhos de C. venezuelana.

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

NL:
2.37E8

Base Peak
MS
bg_4_mgcv-
a

NL:

4.25E8
Base Peak
MS
bg_4_mgcv-
b_19071118
2810

NL:

2.97E8
Base Peak
MS

bg_4_mgcv-
c

4.31
561.138
4.31 4.46
473.166
100 561.139| [473
B 412
] 561.140
907 11l 4.46
E - 173.166
] 561.1
80
B 571
] 269.045
703
3.9 o
& : 260.046
60 561.
504
3 I\
40 3.90
540.15
303 3.44
3] o032 583.166
20 |181.070
3 lo.3: 0.92 1.80 2.20 315
103187 A 169.014 345,084 153.018 137.023/JJ\ |
Hh
1/ |\ os3 179 218 312 f. 4]
3/ ]\ 170832 345083 153.018 137.023 [T} J~
Ot T N TS T :
0 1 2 3 4 9

Time (min)

Anexo 23. 5-MCCYV (a, b e c)-Extrato das Cascas de C. venezuelana.

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

NL:
6.55E8

Base Peak
MS
bg_5_mccv-
a

NL:

9.79E8
Base Peak
MS
bg_5_mccv-
b

NL:

8.28E8
Base Peak
MS
bg_5_mccv-
Ic_19080117
2123

NL:
2.34E8

Base Peak
MS
bg_6_mscls-
a

NL:

4.35E8

Base Peak
MS
bg_6_mscls-
b

NL:

3.33E8

Base Peak
M

bg_6_mscls-
Ic

4.31
561.139
100
90
80
704
60 4.40
E 561.139
503
40
3 4.68
304 833.210
20 0.33 E 4.81
J |341.108 o057 2.14 3.15 |\ 833.209 B, 649 784 sanaro
107 N 170.832 433.135  137.023 i N\ 5 N 369.134 649.374 A
3 ] A 606 828
1/ oss 148 214 315 5833;45256“"’ (\833A11  g41b0n 649 811  gafiazg .. -~
E 170.832 170.832 433.135 137.023 °°3; A (- 369.134 635.397 A"
LR e R B e e LA B M A L e e e B e A e L e e AAAALAAt Aasanans}
0 1 2 4 5 6 7 8 9
Time (min)
Anexo 24. 6-MSCLS (a, b e ¢)-Extrato das Sementes de C. langsdorffii.
RT: 0.00 -9.00 SM: 7G
8.22
319.227
8.21]
100 319.478
90
80
70
3 8.50
603
8.09 319.227
503 317.212
40
305 7.89 ’
E 5.54 7.27 ; \
20 187.097 331.191 337.23
] 0.40 0.63 258 3.20 3.69 462 484 6.76
107 | 207:836 _170.833 146.966 146.965 146.966 146.965 173.081 4\ 616 227129 o
690
3/ 037 099 144 275 316 4.00 4.83 yUESrEE
/o0 173.081 281
J/205.839 170.832 170.832 146.966 137.023 159.065 5 \ R .
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 8 9
Time (min)
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Anexo 25. 7-MCCLS (a, b e c)-Extrato das Cascas de C. langsdorffii

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

8.29
457.332

0.29
588.898

1.66
167.034

7.28

.2
347.186 8.2

457.382
5.52
243.029

34 186

2.21
153.018

0.45
170.832

1.63
167.034

R
153.018

T e

Time (min)

Anexo 26. 8-MFICLS (a, b e ¢)-Extrato das Flores de C. langsdorffii.

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

8.28
315.253
8.24
5.53 315.2%3
100 187.097
B 5.5
90 187.do7
80
704
8.65
60 297.243
3 8.11
E 315.25
503 8.02
1 313.239
20 |
5.31 7.35
3 261.134 329.233
30 7.13
3 4.84 612 329. 233
20 173 081 i
3| o020 099 1.31 3.19 3.76 4.57 201.112 \’\/\ A/\
107 170832 170.832 146.965 146.965 146.965 161.023 /613l p Yl
!
4 /025 0.92 1.32 2.73 3.39 3.85 4.70 { U\‘ \ \ FOl T12 p / \’ Wy \\// j"\ \\/\,
JA70.832 170.832 170832 146965 146 965 _146. 966 247118 ] A A /
T T T T T T T T T T T T T T T ™
0 1 2 3 4 6 7 s 9
Time (min)
Anexo 27. 9-MFCLS (a, b e ¢)-Extrato das Folhas de C. langsdorffii
RT: 0.00-9.00 SM: 7G
8.53
405.185
8.51
100+ 405.1 5
90
80
704 8.04
377.196
60
4
50 7.96 1.18
361.202 [~
40 7.03 fl
! 553 313.072
0] 422 can 187.097 74
| 137.023 6.73 13/0v72
E 167. 034
20 \ 278 6.13 31307 | ’ ;
03 041 ;382 | 301.071 N
J | 1907.807 067 1.38 2.8 144.044 P \
] 3 023 121.028 é\/k 7 b \
103 ,,* _168.836 170.832  146.966 1 7 ] 478\ ] ,'6 1 | A \
1/.0] " o067 144 3.17 363 T [[|V/aaafia, T _, EilCan TN
4/ 197807 170832 170.832 137.023 153.018 RYSENAVS Vol )\,\
O oo S R ey P ! R AR AR R R
0 1 2 4 5 6 7 8 9
Time (min)

NL:

1.80E8
Base Peak
MS
bg_7_mccls-
a

NL:

4.33E8
Base Peak
MS
bg_7_mccls-
b

INL.

2.76E8
Base Peak
MS

bg_7_mccls-
c

NL:
2.28E8
Base Peak

bg_8_mflcls-
a

NL:

3.55E8
Base Peak
MS
bg_8_mflcls-
b

NL:
2.10E8
Base Peak
MS

bg_8_mflcls-
ic_19080111
3746

NL:
5.05E7
Base Peak
MS

bg_9_mfcls-
a

NL:

7.62E7
Base Peak
MS
bg_9_mfcls-
b

NL:

6.86E7

Base Peak
MS
bg_9_mfcls-c
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Anexo 28. 10-MFCT (a, b e c)-Extrato das Folhas de C. trapezifolia.

RT: 0.00-9.00 SM: 7G

4.68 NL:
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Anexo 29. 11-MFCL (a, b e c)-Extrato das Folhas de C. lucens.
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Anexo 30. 12-MCCL (a, b e ¢)-Extrato das Cascas de C. lucens.
RT: 0.00-9.00 SM: 7G
7.05 NL:
525.271 3.65E8
Base Peak
27-025 7.29 MS
100 525.269|l547 186 bg_12_mccl-
e 7.29 oL
90 37186 5.46E8
| 47_ ‘I?BG Base Peak
| Ml MS
80 bg_12_mccl-
3 b
704 NL:
6.47E8
| B Peak
60 4.27 7.48 e
. 833.211 6.23 584,270 bg_12_mccl-
507 285.040 8.20 c
B 83‘22 o 358.928
404 [ 511164 48 8.59
] i 584l270 633.381
307 4.58 6.09
20 3.15 4.03 4ﬁ7/-13 i A
E 375.072
3| o029 0.68 217 137.023 552.13 K\ o 522 ]
107 |415.145 170832 155018 314" az0 ‘\. ? SAW 1A G A
J/032 0.60 215 137023  415. 1,15 , \ 7 fr \ /\J\ " \, U\/\ g U\, \\ N
4/415.145 241883 153.018 ;e ) \/ ;) )7
iy A et LA " Py
0 1 2 3 4 6 8 9
Time (min)

129



Secéo 5.3 Metabolomica Global do Género Copaifera

Gréficos de Loadings dos dados cromatograficos obtidos através das analises das
amostras em AcOEt e amostras em MeOH.

Anexo 31. Graficos de loadings das seis componentes principais abordadas na interpretacdo

dos dados cromatogréficos derivados das amostras em AcOEt.
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Anexo 32. Graficos de loadings das seis componentes principais abordadas na interpretacdo

dos dados cromatogréficos derivados das amostras em MeOH.
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