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Extracdo bioguiada de compostos fendlicos a partir das folhas de ora-
pro-nobis (Pereskia aculeata)

Bioguided extraction of phenolic compounds from ora-pro-nobis leaves
(Pereskia aculeata)

Fernanda Caroline Knob?!, Tatiane Luiza Cadorin Oldoni?

RESUMO
Extratos obtidos a partir de plantas, usualmente sdo complexos, e a separacao e identificagcdo de compostos

guimicos, assim como a concentracdo da atividade biolégica em matrizes vegetais pode ser realizada por
meio do fracionamento bioguiado. Esta pesquisa buscou otimizar um método de extracéo e purificacdo de
compostos fendlicos utilizando a técnica bioguiada a partir do extrato das folhas de P. aculeata, visando
produzir fracdes ricas em atividade antioxidante e determinar a composicao quimica desta planta. Foram
utilizadas duas técnicas de extragdo: (l) fracionamento partindo de um extrato hidroalcodlico 80% e (ll)
fracionamento partindo da folha da planta. Em ambos os processos foram utilizados diferentes solventes e a
determinagcdo da composicdo fendlica foi realizada por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrometria de massas de alta resolucdo. Os melhores resultados foram obtidos para frac6es e extratos
mais polares, destacando as moléculas rutina, isoquercetina e isoramnetina como 0s compostos presentes
em maior quantidade e na maioria das amostras. Esta pesquisa reportou pela primeira vez a presenca de
feruloiltiramina, &cido dienoico, acido enoico e acido trienoico nas folhas de P. aculeata.
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ABSTRACT
Extracts obtained from plants are usually complex, and the separation and identification of chemical

compounds, as well as the concentration of biological activity in plant matrices, can be carried out using
bioguided fractionation. This research sought to optimize a method for extracting and purifying phenolic
compounds using the bioguided technigue from P. aculeata leaf extract, with the aim of producing fractions
rich in antioxidant activity and determining the chemical composition of this plant. Two extraction techniques
were used: (1) fractionation from an 80% hydroalcoholic extract and (I1) fractionation from the leaf of the plant.
Different solvents were used in both processes and the phenolic composition was determined using high
performance liquid chromatography and high resolution masses spectrometry. The best results were obtained
for more polar fractions and extracts, highlighting the molecules rutin, isoquercetin and isorhamnetin as the
compounds present in the greatest quantity and in the majority of samples. This research reported for the first
time the presence of feruloyltyramine, dienoic acid, enoic acid and trienoic acid in the leaves of P. aculeata.

KEYWORDS: HPLC; bioactive compounds; bioguided study.

INTRODUCAO

Compostos derivados de plantas destacam-se por sua potencial aplicacdo na
producdo de medicamentos e sinteses de moléculas com potencial bioldgico. A vista disso,
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uma planta que merece destaque € a Pereskia aculeata Miller, uma vez que estudos ja
desenvolvidos relatam que extratos obtidos das folhas dessa planta apresentaram efeito
antioxidante, conferido a presenca de compostos fendlicos (PINTO et al., 2016).

Diante disso, torna-se evidente a importancia de avaliar o seu perfil quimico. A
extracdo sélido-liquido é comumente empregada para tal finalidade, onde séo utilizados
diversos solventes escolhidos com base nas polaridades, uma vez que diferentes
compostos podem ser extraidos com diferentes polaridades (SILVA, 2021).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma das técnicas mais
utilizadas para a separacado, identificacdo e quantificacdo de substancias bioativas,
possuindo alta resolucao e eficiéncia. Acoplada a técnica de separacao, tem-se utilizado
cada vez mais a espectrometria de massas de alta resolucédo (CLAE-ESI-QTOF-MS/MS),
visando complementar os estudos. Essa ferramenta atua por meio da ionizagdo das
moléculas, separando os ions com base nas diferentes razées massa/carga (m/z). A grande
vantagem dos analisadores de alta resolucdo é a possibilidade de identificagdo de um maior
numero de compostos e com maior confiabilidade (ALVES, 2019).

O objetivo desta pesquisa foi otimizar um método de extracdo e purificacdo de
compostos fendlicos utilizando a técnica bioguiada a partir do extrato das folhas de Pereskia
aculeata Miller, visando produzir fragdes ricas em atividade antioxidante e determinar a
composicao quimica desta planta.

MATERIAIS E METODOS
OBTENCAO DOS EXTRATOS

A planta Pereskia aculeata Miller foi disponibilizada pela empresa Proteios Nutricdo
Funcional Ltda-Me de Ribeirdo Branco-SP. As folhas foram recebidas secas e trituradas.

Para a obtencdo dos extratos utilizou-se a técnica de extragdo solido-liquido, de
maneira exaustiva, com o preparo de dois extratos diferentes:
() EEtOH-F: 500 g de folhas foram extraidos com 3 L de etanol:dgua (80:20, v/v) em
temperatura ambiente, sob agitacdo continua, com renovacao do solvente a cada 24h. Essa
etapa repetiu-se por 5 dias e o extrato foi concentrado em evaporador rotativo para remocao
do etanol e liofilizado para remocao da agua. O extrato foi denominado EH e, na sequéncia,
foi submetido ao processo de extracao solido-liquido, com o uso de diferentes solventes na
seguinte ordem: Hexano (Fr-Hex), Diclorometano (Fr-DCM), Acetato de Etila (Fr-AcOEt),
Acetona (Fr-Ace) e Butanol (Fr-But), sob agitacdo continua e substituicdo do solvente a
cada 24 horas. As frages foram concentradas em evaporador rotativo.
(I ES: 50 g de folha foram extraidos com 200 mL de solvente, na seguinte ordem: Hexano
(E-Hex), Diclorometano (E-DCM), Acetato de Etila (E-AcOEt), Acetona (E-Ace), Butanol (E-
But), Etanol (E-EtOH) e Etanol:dgua 80:20 v/v (E-EtOH:H20), sob agitacdo continua e
substituicdo do solvente a cada 24 horas. Os extratos foram concentrados em evaporador
rotativo e o E-EtOH:H20 foi liofilizado para remocéo da agua.

DETERMINACAO DA COMPOSICAO FENOLICA POR MEIO DE CLAE-DAD
Utilizou-se um cromatografo Varian 920-LC, com coluna ZORBAX Eclipse Plus C18

(250 x 4.6 mm, 5 um de tamanho de particula), mantida em temperatura constante de 30°C.
A fase mdvel utilizada consistiu em uma mistura de acido acético:agua (2:98, v/v) e acido
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acético:acetonitrila:agua (2:40:58, v/v). A taxa de fluxo foi de 1 mL min't no modo gradiente,
com tempo de corrida de 64 minutos. O volume injetado de amostra foi de 10 pL. A
caracterizacdo das amostras foi realizada por comparacdo do tempo de retencédo e
absorcdo caracteristica (A 280/360 nm). Os padrbes utilizados foram &cido gélico,
catequina, acido clorogénico, acido vanilico, acido cafeico, epicatequina, acido cumarico,
acido ferralico, rutina, isoquercetina, acido isoclorogénico A, astragalina, 4cido salicilico,
miricetina, quercetina, acido cinamico e canferol. Para a quantificacdo dos compostos
identificados foi construida uma curva de calibracdo para cada padrdo, em concentracdes
de1,2,5,5,10,20,30e50mg L™

DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA POR MEIO DE CLAE-ESI-QTOF-MS/MS

O extrato hidroalcoolico (EH) e as fracdes obtidas foram analisados utilizando um
cromatdgrafo liquido de ultra-alta performance (Shimadzu, Nexera X2, Japao) acoplado a
uma coluna Acquity UPLC® BEH C18 (Waters, EUA, 1,7 um, 2,1 x 50 mm). Utilizou-se a
metodologia proposta por Prasniewski et al. (2021). Os experimentos de MS foram
realizados em um espectrémetro de massa de alta resolucdo Q-TOF geometry Impact Il
(Bruker Daltonics Corporation, Germany) equipado com uma fonte de ionizagdo por
electrospray, operada no modo de ionizacdo negativo ajustado para 4500 V com um
potencial de deslocamento da placa final de -500 V, seguindo a metologia proposta por
Prasniewski et al. (2021).

RESULTADOS E DISCUSSAO
DETERMINAGAO DA COMPOSIGCAO FENOLICA POR MEIO DE CLAE-DAD

Para avaliar a eficacia da otimizacdo do método empregado para separar os 17
padrdes de compostos fendlicos, foram avaliados alguns parametros de qualidade, com os
dados obtidos dispostos no material suplementar. O fator de capacidade (k), calculado com
base no tempo em que 0s compostos interagiram com fase estacionaria, variou de 0,85 a
13,3, indicando uma boa interacdo dos analitos com a fase estacionaria durante um
intervalo de tempo apropriado. A seletividade (a) e a resolugdo (Rs), que avaliam a
capacidade do sistema em diferenciar e separar os componentes com larguras de base
adequadas, apresentaram valores superiores ou igual a 1,0 para a e superiores ou igual a
1,5 para Rs, indicando um processo de separacao adequado. Esses parametros ressaltam
a eficiéncia do método, sobretudo na separagdo de uma amostra complexa com 17
compostos, muitos com propriedades quimicas semelhantes.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi empregada para detectar e
guantificar compostos fendlicos presentes nos extratos e fracdes produzidos. O método
utilizado foi otimizado para a separagdo de 17 compostos fendlicos, com os dados
analiticos obtidos dispostos no material suplementar.

A eficiéncia da extracao foi avaliada pela deteccdo e quantificagdo das substancias
bioativas presentes no extrato e nas fracbes de P. aculeata, os quais estdo dispostos na
Tabela 1. Em estudo realizado em etapa anterior pelo grupo de pesquisa, também foi
avaliado o potencial antioxidante das fracdes e extratos.
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Tabela 1. Teores dos compostos fendlicos identificados por CLAE-DAD nos extratos e fragdes das
folhas de Pereskia aculeata.

Acido  Acido Acido Acido ) ) ) Acido

Amostra vanilico cafeico cumaéarico ferrdlico Rutina  Isoquercetina - Quercetina cinamico Canferol
mg de composto/g de extrato ou fragéo

Método EEtOH-F
EH <LQ 0.40°A 0.38%A <LQ 6.5824 1.622bA 0.145A <LQ <LQ
Fr-Hex ND 0.10¢ 0.15¢ ND 0.86% 0.21d 0.04¢ 0.22¢ ND
Fr-DCM 0.23° 0.08%A 0.52¢A 0.46° 0.47¢A <LQ 0.04¢A 0.332A 0.473A
Fr-AcOEt 0.3028  1.55%A 1.5928 0.6022  0.86°A 1.17¢A 0.2828 0.27°A 0.433A
Fr-Ace 0.19° Q.79 0.72bA ND 5.330A 1.8828 0.282A 0.12d 0.10°A
Fr-But ND 0.299 0.189A ND 4,868 1.49bcB 0.09bcA <LQ 0.06°
Método ES
E-Hex ND ND <LQ ND 0.23¢8 <LQ ND <LQ ND
E-DCM ND 0.04® 0.08¢B ND 0.63dA <LQ 0.049A 0.16"8 0.068
E-AcOEt 0.564 1.89% 3.408A 0.75%  0.63% 0.46°8 0.623A 0.2128 0.433A
E-Ace <LQ 0.65% 0.38¢8 ND 4.54¢8 2.20°A 0.33bA <LQ 0.06°A
E-But ND 0.13¢B 0.139A ND 7.765A 1.88¢A 0.049A <LQ ND
E-EtOH <LQ 0.82b 0.56° ND 11.132 2.972 0.28° <LQ 0.10°
E-EtOH:H,O  ND 0.31%®  0.159% ND 4,39¢°8 0.9898 0.0948 <LQ ND

Fonte: Elaborado pelos autores (2023). < LQ: abaixo do limite de quantificacdo; ND: ndo detectado; Valores
expressos como média (n=3). Letras minusculas diferentes na mesma coluna para cada método de extragao
indicam que ha diferenca significativa entre as amostras pelo teste de Tukey (p < 0,05). Letras maiusculas
diferentes para amostras obtidas com o mesmo solvente indicam que héa diferenca significativa entre as
amostras pelo teste T de Student (p < 0,05).

No EH foram identificados os &cidos vanilico, cafeico, cumarico, ferrdlico e cindmico,
bem como os compostos rutina, isoquercetina, quercetina e canferol, destacando a rutina
(6,58 mg.g™) e aisoquercetina (1,62 mg.g*) com elevados teores.

Para as fracdes obtidas pelo método EEtOH-F destaca-se a Fr-AcOEt para o acido
vanilico (0,30 mg.g), acido cafeico (1,55 mg.g*), acido cumarico (1,59 mg.g*t), acido
ferrtlico (0,60 mg.g') e quercetina (0,28 mg.g?), uma vez que esta fracédo foi capaz de
concentrar 0s bioativos citados em maior quantidade que o EH e demais fracdes.

Para os extratos obtidos pelo método ES destaca-se o E-AcCOEt com os maiores
teores para o acido vanilico (0,56 mg.g?), acido cafeico (1,89 mg.g), &cido cumarico (3,40
mg.g1), acido ferrdlico (0,75 mg.g™?), quercetina (0,62 mg.g-1), &cido cinamico (0,21 mg.g-
1) e canferol (0,43 mg.gt). O E-EtOH apresentou teores superiores aos demais extratos e
fracdes, de ambos os métodos, para a rutina (11,13 mg.g™*) e isoquercetina (2,97 mg.g),
destacando-se como o extrato com maior capacidade de concentrar tais substancias.

Dentre todos os compostos fendlicos identificados destacam-se a rutina e a
isoquercetina, uma vez que foram identificados em todas as fracbes e extratos,
apresentando os teores mais elevados.

DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA POR MEIO DE CLAE-ESI-QTOF-MS/MS
Os compostos bioativos do extrato de P. aculeata obtidos com a extracdo pelo
método EEtOH-F (método que apresentou os maiores teores de atividade antioxidante)

foram identificados a partir dos espectros MS/MS (Quadro 1), resultando na identificacao
de 20 compostos, dos quais 9 foram identificados no EH, 10 na Fr-Hex e Fr-DCM, 14 na
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Fr-AcOEt, 8 na Fr-Ace e 7 na Fr-But, destacando a fracdo obtida com o solvente acetato
de etila com o maior nimero de compostos identificados.

Os flavonoides foram o principal grupo de polifendis identificados, destacando
derivados da Isoramnetina e Quercetina, identificados na maioria das fragdes e extrato. A
molécula Isoramnetina-3-O-galactosideo-6"-ramnosideo esta presente no EH e em todas
as fracBes. Possui ion precursor em m/z 623,1640 e como pico base um fragmento de ion
em m/z 271,0221, originado pela perda das partes glicosiladas e ramnose da molécula.

Quadro 1. Dados de CLAE-ESI-QTOF-MS/MS para os compostos identificados no EH e frac6es de P.

aculeata

Composto atribuido (n-wrirn) r:glrerZB:Zr M:jﬁjz t'\élgfii: Fragmizr:‘tsos dos Extrato/Frac6es
Sacarose 27 | CuHzOun | 341.1122 | 341.1090 ig?:gigi 5‘118,08)2) Fr-Hex; Fr-DCM
Trealose 28 | CuHpOu | 3411105 | 341.1090 ??'gggg;l(‘gélgé) EF; Fr-Ace; Fr-But
Acido citrico 41 | CeHO; | 191.0209 | 191.0197 ;%}dgggigf’fl)) B Frefiex; FrbeM
Acido caftarico 20.7 | CuHuO, | 311.0436 | 311.0403 ﬂg:gfgg %3%7) EH
Acido cafeico 235 CoHsO4 179.0390 | 179.0360 | 135,0488 (100) Fr-AcOEt
83%‘:5‘23;*::;‘;3‘;’50 206 | CoHsOs | 7411013 | 7411920 | 3000277 (100) EH; Fr-Hex
Acido cumarico 30.1 CoHsOs 163.0439 | 163.0422 | 119,0534(100) Fr-AcOEt
QAT | 207 | o | consis | sonsseo | ZLEEOIE | Errim room
QUCATITOTO®) | 015 | ooy | seasmos | seasmmo | SO0 | £ Ao
Acido ferrdlico 31.9 | CuHiO. | 193.0542 | 193.0510 i?g:gggg 8(1)?8)2) Fr-DCM; Fr-AcOEt
L;S;I;acrtr(])r;?(tjigg:g'ﬁémnosideo 331 | CosHz01 | 623.1640 623.1620 %gggz‘.? 88039) EEAESEtexFrl-:ACDeC“FArBut
Quercetina-3-O-xylosideo 334 | CuiOu | 4330800 | 4330780 | S00'0%7% %3,01) " Er e oy GOt
Isoramnetina-3-O-glucosideo 34.3 C22H22012 477.1058 477.1038 giigigé Eégogn E:-lAE;'-llz?XBEtr OB
Canferol-3-O-arabinosideo 35.1 C20H18010 417.0907 417.0830 ggggggé gg;w) Fr-Acetato de efila
Acido azelaico 358 | CoHiO, | 187.0008 | 187.0076 | 1231010000 | EEHECEEDOM o e
Feruloiltiramina 39.0 | CiHiNO, | 312.1286 | 312.1241 1‘7‘%32‘7‘; 8(2)?5),0) Fr-DCM; Fr-AcOEt
Quercetina 406 | CuHiO, | 3010419 | 301.0350 1%:88?& ggfge) Fr-AcOEt
Acido dienoico 442 | CubuOs | 3272215 | 3272180 | 530120000 | ErHeC DM
Acido enoico 47.4 | CigHauOs | 3292384 | 3202312 ;gigig gg:ggg Fr-DCM; Fr-AcOEt
Acido trienoico 481 | CuhxOs | 307.1964 | 307910 | 790222 Eég?l)ﬂ P DOM; Fr-ACOEL

Fonte: Elaborado pelos autores (2023). Tr: tempo de retencéo.

A molécula identificada como Quercetina-3-O-rutinosideo (Rutina), esta presente no
EH, Fr-Hex, Fr-DCM, Fr-Ace e Fr-But, com ion percursor de m/z 609,1493 e pico base em
m/z 271,0273. Este composto foi identificado por CLAE-DAD em todas as fragc0es e extratos
analisados. A molécula Quercetina-3-O-glucosideo (Isoquercetina), possui ion percursor
em m/z 463,0904 e fragmento de pico base em m/z 300,0305, o qual é caracteristico ao
nacleo de quercetina, evidenciando a perda da glucose. Esse composto foi identificado no
EH, Fr-Hex, Fr-AcOEt, Fr-Ace e Fr-But por CLAE-ESI-QTOF-MS/MS, e em todas as fragfes
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e EH por CLAE-DAD. As moléculas feruloiltiramina, acido dienoico, acido enoico e acido
trienoico ainda néo tinham sido identificados em amostras de P. aculeata sendo, portanto,
reportadas pela primeira vez nas folhas desta planta.

CONCLUSAO

O método de extracdo EEtOH-F destacou-se pela maior atividade antioxidante e
maior nimero de compostos extraidos. Entretanto, o método ES apresentou os teores mais
elevados de muitos compostos identificados, como a rutina e a isoquercetina, que
consistem nos compostos majoritarios na analise por CLAE.

O processo de extracdo com o uso de diferentes solventes mostrou-se uma
alternativa interessante na obtencao de fracdes ricas em compostos fenodlicos das folhas
de P. aculeata, indicando que houve eficiéncia na otimizacdo do método de extracao e
purificacdo desta atividade biolégica, sobretudo com o uso de solventes de polaridade
média a alta, ressaltando o etanol e acetato de etila.
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