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RESUMO

A quimica de produtos naturais cada vez mais dispbe de abordagens modernas de
bioinformatica visando uma melhor organizagao e interpretacao de um conjunto complexo de
dados de a partir de uma colegdo de amostras, como extratos vegetais e fases organicas
obtidas a partir de extratos. A partir dessa abordagem, o presente trabalho visou o estudo das
fases organicas em n-butanol obtidas a partir da partigao liquido-liquido do extrato bruto em
metanol das espécies Phyllostachys makinoi e Phyllostachys pubencens. Inicialmente o perfil
cromatografico foi obtido e entdo observado a ocorréncia de compostos fendlicos, sobretudo
flavonoides com base dos espectros na regidao do ultravioleta. A condigdo cromatografica
obtida nas analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi aplicada na analise
das mesmas fases orgéanicas por cromatografica liquida e espectrometria de massas (CLAE-
IES-MS/MS). Os dados obtidos a partir dessas andlises foram entédo tratados no software
mzMine 2.53 e entdo submetidos a plataforma Global Natural Products Social Molecular
Network (GNPS) para entdo gerar as redes moleculares visando observar as correlagdes
entre os compostos presentes duas espécies vegetais e as anota¢des geradas com base na
similaridade dos espectros de massas das amostras e do banco de dados do GNPS. Como
resultado, foram anotados flavonoides e cumarinas em ambas as fases orgéanicas, além da
organizagao dos flavonoides em dois clusters em que os flavonoides O-glicosilados e C-

glicosilados ficaram agrupados em clusters distintos.
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ABSTRACT

The chemistry of natural products increasingly makes use of modern bioinformatics
approaches aiming a better organization and interpretation of a complex set of data from a
collection of samples, such as plant extracts and organic phases obtained from extracts. Based
on this approach, the present work aimed to study the organic phases in n-butanol obtained
from the liquid-liquid partition of the crude extract in methanol of Phyllostachys makinoi and
Phyllostachys pubencens species. Initially, the chromatographic profile was obtained and then
the occurrence of phenolic compounds, especially flavonoids, was observed based on the
spectra in the ultraviolet region. The chromatographic condition obtained in the analyzes by
high performance liquid chromatography (HPLC) was applied in the analysis of the same
organic phases by liquid chromatography and mass spectrometry (HPLC-IES-MS/MS). The
data obtained from these analyzes were treated in the mzMine 2.53 software and then
submitted to the Global Natural Products Social Molecular Network (GNPS) platform to
generate molecular networks to observe the correlations between the compounds present in
two plant species and the annotations generated with based on the similarity of the mass
spectra of the samples and the GNPS database. As a result, flavonoids and coumarins were
annotated in both organic phases, in addition to the organization of flavonoids in two clusters

in which the O-glycosylated and C-glycosylated flavonoids were grouped in different clusters.

Keywords: Molecular networking. Bamboo. Chromatography.
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1 INTRODUCAO

Entre espécies nativas e exoticas, o Brasil possui em sua flora 258 espécies de
bambus (INBAR, 2022). Contudo, o numero de espécies e trabalhos encontrados na literatura,
estdo muito aquém do que poderia ser, tendo em vista a potencialidade dessas espécies
vegetais em areas de ciéncia e tecnologia. O uso do bambu, de forma geral, € em grande
parte pela utilizagdo do colmo “caule”, e as sao folhas descartadas. Entretanto, estudos sobre
a composigao das folhas demonstram que as folhas séo ricas em flavonoides, (SUN et. al.
2017; Ll et. al., 2021; IBRAHIM et. al., 2021) classe de compostos de grande interesse devido
ao amplo espectro de efeitos biolégicos relatados, como antioxidante, hepatoprotetor,
antibactericida, anti-inflamatério, antitumoral, antiviral, entre outros (NIRMALA et. al., 2018;
JUCA, et. al. 2020).

Entre as classes de compostos naturais, os flavonoides tém grande representatividade
em relacdo ao numero de compostos ja conhecidos, e seus representantes bioativos
(KOIRALA et. al.; 2016; PANCHE et. al, 2016).

Neste contexto, a o estudo da composigao quimica e efeitos biolégicos de compostos
obtidos de espécies vegetais, incluindo o bambu sé&o significantes. Desta forma a quimica de
produtos naturais, pode contribuir com o conhecimento acerca dos compostos quimicos
presentes em espécies de bambus.

A quimica de produtos naturais cada vez mais dispde de abordagens modernas
visando uma melhor organizagao e interpretagdo de um conjunto complexo de dados de uma
colegdo de amostras. Neste contexto, a bioinformatica, quimioinformatica e estatistica vem
desempenhando um papel crucial na organizag¢ao, racionalizagédo e otimizacdo dos estudos
de quimica de produtos naturais (FOX RAMOS et. al. 2019). A partir de plataformas online e
softwares de livre acesso, os estudos voltados para area de quimica de produtos naturais,
sobretudo desreplicagédo, anotagéo e relagdo estrutura/atividade biolégica, vem ganhando
notoriedade na comunidade cientifica pela utilizacdo destas ferramentas. Neste quesito, a
plataforma online Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) se destaca
no auxilio no processo de organizagdo, desreplicagcdo e anotagdo de compostos pela
utilizacdo de dados de espectrometria de massas e bibliotecas espectrais.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo o estudo das folhas de espécies de
bambus Phyllostachys pubescens e P. makinoi a partir de abordagens modernas de
informatica e espectrometria de massas visando a obtencdo de informagdes a respeito da
composigao quimica e a construcdo de redes moleculares para estabelecer relagdes entre os

constituintes quimicos presentes nas duas espécies.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Bambu

De acordo com registros, ha cerca de aproximadamente 2 mil anos atras ja havia

plantagdes de bambu com finalidade comercial na Asia (LAWS, 2013).

Sao conhecidas 1662 espécies que estao distribuidas em 121 géneros (CANAVAN et.

al, 2017). Geograficamente estéo localizadas em regibes tropicais, subtropicais e temperadas.

O Brasil é o pais com maior nimero de espécies de bambu da América Latina com 258

espécies, e 0 segundo no mundo, ficando apenas atras da China (INBAR, 2022).
2.2 Aspectos quimicos e biolégicos

Apesar do grande numero de espécies de bambus, muitas espécies ndo apresentam
qualquer descricdo da composi¢cado quimica ou propriedades bioldgicas associadas e seus
compostos. Entre as espécies que tiveram o estudo fitoquimico realizado, os constituintes
quimicos essencialmente isolados e/ou identificados foram flavonoides, compostos fendlicos
glicosilados e acidos fendlicos (SUN et. al. 2017; LI et. al., 2021; IBRAHIM et. al., 2021).

Os flavonoides, substancias polifendlicas, formam um grupo de metabdlitos especiais
com mais de 8000 substancias ja relatadas (KOIRALA et. al, 2016). Apresentam grande
potencial biolégico, com uma vasta gama de atividades farmacoldgicas; antioxidante,
hepatoprotetora, antibactericida, anti-inflamatdria, antitumoral, antiviral (NIRMALA et. al.,
2018; JUCA, et. al. 2020).

Em relagcéo a atividade biolégica dos extratos e substancias isoladas de espécies de
bambus, a atividade antioxidante tem destaque, pois apresenta em sua composi¢do como
principais compostos alta concentragédo de substancias fendlicas. No teste de atividade
antirradicalar realizado a partir da reagao dos extratos de quinze espécies com o radical livre
DPPH, foi verificado que todos os extratos possuiam atividade antirradicalar (WANG et. al,
2012).

2.3 Redes moleculares

Com o recente e importante avango de abordagens de informatica voltadas para o
campo da biologia e quimica, a quimica de produtos naturais, neste contexto, tem encontrado
suporte para o avango racional na forma de explorar a diversidade molecular de amostras
complexas com maior rapidez e confiabilidade dos resultados (FOX RAMOS, et. al, 2019). A
partir de tais abordagens, busca-se estabelecer organizacdo e compreensdo de um grande

conjunto de dados. Neste cenario, em 2012 foi divulgado o estudo por redes moleculares para
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a analise de pequenas moléculas (< 2000 Da) por espectrometria de massas por multiplos
estagios (ions fragmento) com a finalidade de mapear a diversidade quimica e interagcdes em
coldnia de bactérias (WATROUS et. al, 2012). As redes moleculares séo ferramentas voltadas
para a organizagao e visualizagdo de dados espectrais para estabelecer relagbes com base
nas semelhangas e diferengas espectrais entre conjuntos de metabdlitos de uma ou multiplas
amostras. A desreplicagao (identificagdo de compostos ja conhecidos) e anotagao (atribuicao
da estrutura molecular pela utilizagao de bibliotecas) de compostos com base na comparagéo
dos espectros de massa da amostra com os dados das bibliotecas espectrais também ganhou
énfase neste cenario e atua de forma conjunta com os trabalhos de redes moleculares. Para
a construgao de redes moleculares, desreplicacdo e anotagdo molecular seis etapas séo

necessarias (Figura 1).

Figura 1: Etapas para obtengao de redes moleculares e anotagdo molecular.

Etapa 2 Etapa 4 Etapa 6
Aquisi¢do dos dados Tratamento dos % Desreplicagdo e anotagio
por CLAE-EM? 0 dados (GNPS) (Bibliotecas espectrais)

L] [ J [ J
L] L] L_____J - L] L ____J
® [ ] [ ]
Etapa1 Etapa 3 Etapa 5

Preparag@o das Pré-tratamento dos Redes moleculares
amostra dados EM? )

Fonte: Elaborado pelo autor

A plataforma Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS)
apresentada a comunidade cientifica em 2016 (WANG et. al, 2016), tem como base o
alinhamento espectral em pares a partir de um algoritmo de similaridade do cosseno entre os
espectros. A partir desta comparagdo s&o gerados grupos espectrais tendo como base um
valor pré-determinado de cosseno (0 a 1), onde 0 significa que sdo completamente diferentes
e 1 apresentam 100% de similaridade. Caso um pareamento de espectros for maior ou igual
ao valor de cosseno pré-determinado, uma conexao entre os espectros é criada. Levando em
consideracdo que uma substancia pode ser representada por um conjunto de espectros de
massas de diferentes amostras e/ou com base na largura do sinal cromatografico e
quantidade de scans, os ions provenientes destes espectros pertencentes a mesma
substancia necessitam ser agrupados em um nodo. Por final, a partir dos dados espectrais
agrupados em cada nodo a desreplicacdo e anotagdo pode ser realizada por comparagao

com bibliotecas espectrais (figura 2).
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Figura 2: Formagéao de uma rede molecular a partir de dados de EM?,

Cromatogramas Comparagao dos dados O espectro consenso, formado O Nodo, formado a partir A rede molecular é formada a
(diferentes amostras) de EM? das substancias com a partir da jungao dos espectros do espectro consenso partir do grau de similaridade de
mesmo Ry do mesmo precursor cada um dos diferentes nodos por

arcos.

Nodo 2

Os arcos indicam o grau de
similaridade entre os nodos. Quanto
mais largo, maior a similaridade.

Mesma substincia
Semelhante (R;)

Fonte: Elaborado pelo autor

A conexao entre os nodos esta relacionada a um valor de cosseno pré-estabelecido
pelo usuario da plataforma que varia entre 0 e 1, conforme mencionado anteriormente. Caso
0 pareamento entre os espectros possuir uma similaridade que seja maior ou igual ao valor
pré-estabelecido, uma conexao sera formada. Quanto maior o valor pré-estabelecido, maior
sera o rigor para que ocorra o pareamento de espectros e consequentemente para a conexao
entre nodos. Quanto mais préoximo de 1 for este valor, maior o qual grau de similaridade entre
0s espectros e consequentemente das estruturas moleculares, uma vez que substancias com
estruturas quimicas similares apresentam padrées de fragmentagdo similares. Trabalhos
publicados na literatura a partir da implementacdo de redes moleculares, desreplicacédo e
anotacdo vem demonstrando a eficiéncia desta ferramenta. A partir da obtencado de redes
moleculares e técnicas classicas de fitoquimica, Carriot e colaboradores (2021)
apresentaram a anotagdo de metabdlitos a partir de algas marrons. A utilizagdo de redes
moleculares para investigagdo de compostos ja conhecidos e seus analogos das folhas de
beterraba e relagao com efeito antiobesidade (HEGAZI et. al, 2020). A aplicagao de redes
moleculares também foi implementada na investigagao do perfil quimico e atividade anti-

trypanossoma cruzi de Hyacinthoides non-scripta (RAHEEM et. al, 2019).

3 METODOLOGIA
3.1 Reagentes e solventes

Os solventes utilizados para extragdes e particoes liquido-liquido foram metanol,

hexano, acetato de etila e n-butanol grau P.A. da marca Labsynth.

Para as analises cromatograficas foram utilizados acetonitrila (ACN) de grau HPLC da
marca Merck. A agua ultrapura utilizada foi purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford,
EUA).
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As amostras injetadas em CLAE foram previamente filtradas em filtro de seringa PVDF
hidrofilico (0,22 um).

O acido utilizado na fase movel foi o acido formico gral P.A da marca Labsynth.

3.2 Equipamentos

Os solventes foram removidos dos extratos e fases organicas por evaporagao a
pressao reduzida utilizando o equipamento de evaporacéo rotativa Blichi R-100 acoplado ao

controlador de vacuo V-850 e bomba de vacuo V-700.

Para a obtencgéo do perfil cromatografico foi utilizado equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE1) da marca Agilent modelo 1260 Series Infinity Liquid
Chromatograph, com detector espectrofotométrico por arranjo de diodo (DAD) utilizando

coluna cromatografica Luna Phenomenex® C18 (5 um, 250 x 4,6 mm).

Para os experimentos de espectrometria de massas por multiplo estagio (EM?), as
amostras foram analisadas utilizando o equipamento de Cromatografia Liquida de alta
Eficiéncia (CLAE2) da marca Dionex Ultimate 3000 Thermo Fisher Scientific acoplado ao
Espectréometro de massas com analisador lon Trap 3D (resolugéo unitaria) LCQ Fleet da
Thermo Fisher Scientific equipado com coluna cromatografica Purospher STAR — C18
endcapped, LiChroCART (5um, 250 x 4.6 mm) — MERCK e o método cromatografico
estabelecido em CLAE1, com ionizagao por electrospray (IES) e aquisicdo no modo positivo

e negativo.

3.3 Coleta do material vegetal

O material vegetal (folhas) das espécies Phyllostachys pubescens e P. makinoi foi
obtido junto ao banco de Geoplasma da Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento da Agéncia

Paulista de Tecnologia de Agronegécios (Apta) localizado na cidade Tatui/SP.

3.4 Preparo do extrato e fases organicas

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa sob ventilagcdo a 40°C, visando
eliminagdo de agua. Entdo, moido e submetido a extragdo por maceragao com metanol. O
solvente removido a presséao reduzida para gerar os extratos brutos metandlicos. Os extratos
obtidos foram parcialmente solubilizados em uma mistura metanol/agua 9:1 (v:v) e entao,
submetidos a um processo de extracdo liquido-liquido utilizando inicialmente hexano até

esgotamento da extragdo, seguido de acetato de etila e finalmente n-butanol. Os solventes
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foram entdo removidos a pressao reduzida por meio de evaporacdo rotatéria a pressao

reduzida para gerar as fases organicas em hexano, acetato de etila e n-butanol.

3.5 Preparo do extrato metandlico da espécie Phyllostachys pubescens

As folhas secas moidas foram submetidas a um processo de extragédo, onde 30 g foram
adicionadas a um erlenmeyer de 250 mL, e a este foi adicionado 125 mL de metanol. As folhas
permaneceram em contato com o solvente por trinta minutos, e entao, o solvente foi removido
por filtragdo. As folhas foram submetidas a este processo de extragdo com mais cinco porgoes
de metanol. Em seguida, as fases organicas foram reunidas e o solvente removido sob

presséao reduzida para gerar o extrato seco em metanol obtendo-se uma massa de 4,4 g.

3.6 Fracionamento do extrato da espécie Phyllostachys pubescens

O extrato metandlico da espécie Phyllostachys pubescens (4,0 g) foi ressuspendido
em 250 mL de uma solugao de metanol/agua (9:1 / v:iv) e transferido para um funil de
separagdo de 1000 mL. Nesta suspensdo foram realizadas sucessivas lavagens com
solventes em porgdes de 75 mL em ordem crescente de polaridade, hexano, acetato de etila

e butanol.

As amostras obtidas foram concentradas em evaporador rotatério sob pressao
reduzida obtendo-se, entdo, os respectivos extratos em hexano 0,48 g, acetato de etila 0,654

g e butanol 0,48 g.

3.7 Preparo do extrato bruto da espécie Phyllostachys makinoi

As folhas secas moidas foram submetidas a um processo extrativo, onde 80 g foram
adicionados a um erlenmeyer de 500 mL, e a este foi adicionado 250 mL de metanol. As folhas
permaneceram em contato com o solvente por trinta minutos, e entao, o solvente foi removido
por filtragcao. As folhas foram submetidas a este processo de extragdo com mais sete porgoes
de 250 mL metanol. Em seguida, as fases organicas foram reunidas e o solvente removido

sob pressao reduzida para gerar o extrato em metanol com massa de 6,90 g.

3.8 Fracionamento do extrato da espécie Phyllostachys makinoi

O extrato metandlico da espécie Phyllostachys makinoi (6 g) foi ressuspendido em 250

mL de uma solugdo de metanol/agua (1:9 / v:v) e transferido para um funil de separagao de
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1000 mL. A esta suspensao foram realizadas sucessivas lavagens com solventes em porgdes

de 150 mL em ordem crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e butanol).

As amostras obtidas foram concentradas em evaporador rotatério sob pressao
reduzida obtendo-se, entao, os respectivos extratos em hexano (1,68 g), acetato de etila (0,45

g) e butanol (1,1 g).

3.9 Perfil cromatografico das fases em n-butanol

O perfil cromatografico foi obtido pela inje¢ao de 10 mL de uma solugao de cada uma
das fases em n-butanol (1,0 mg.mL") no equipamento de cromatografia liquida de alta
eficiéncia da marca Agilent modelo Infinity 1260 series (CLAE1) com detector DAD ajustado
para 354 nm, utilizando como fase estacionaria a coluna de fase reversa Phenomenex Luna
(250 x 4,60 mm) e 5 um de didametro de particula, mantido sob temperatura constante de 25
°C e eluicao realizada sob gradiente da fase movel composta por acetonitrila e uma solugéo

de acido formico 0,1%, seguindo os parametros apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Gradiente de solventes utilizados na analise por CLAE do extrato em butanol

Tempo (min.) Acido férmico 0,1 % (%) Acetonitrila (%)
0 95 5
45 65 35
50 95 5

Fonte: Elaborado pelo autor

4.0 Analise por CLAE-IES-EM?

As anadlises por CLAE-ESI-MS/MS foram realizadas na central analitica do
departamento de produtos naturais e alimentos (CA-DPNA) — Faculdade De Farmacia, CCS

— UFRJ pelo doutorando Me. Brendo Araujo Gomes.

A condigdo cromatografica para a analise por CLAE-IES-EM? manteve-se a mesma
utilizada em CLAE1. A andlise foi realizada Cromatografo em fase liquida Dionex Ultimate
3000 Thermo Fisher Scientific acoplado ao Espectrémetro de massas com analisador lon Trap
3D (resolugéo unitaria) LCQ Fleet da Thermo Fisher Scientific. Equipado com coluna
cromatografica Purospher STAR — RP18 endcapped, LiChroCART 250 — 4.6 (5um) - MERCK.
Foi injetado 15 pL de cada uma das amostras em butanol amostra com concentragdo de
2mL/min. A ionizagao do analito foi realizado por ionizagédo por electrospray (IES) no modo
positivo e negativo de ionizagdo operando conforme as seguintes condi¢des: sheat gas flow:
50; auxiliary gas flow: 10; source voltage: 5 Kv — modo negativo; - 6 Kv — modo negativo source

current: 100 PA; tube lens: 80 V — modo positivo; -121 V —modo negativo; temperatura do
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capilar: 335 °C; voltagem do capilar: 43 V — modo positivo; -39V — modo negativo; temperatura
da fonte: 450 °C.

A faixa de aquisigao dos espectros ocorre com m/z de 100 a 1000 Da. A fragmentagao

teve como base os trés ions mais intensos e CID de 35 eV.

4.10 Construcao das redes moleculares, anotacao e desreplicagao

A construcao das redes moleculares teve apoio no tratamento de dados e submisséo
na plataforma GNPS pelo doutorando Me. Brendo Araujo Gomes da Faculdade De Farméacia,
da UFRJ.

Os dados das anadlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas por multiplo estagio com ionizagéo por electrospray (CLAE-IES-
EM?) foram submetidos ao pré-tratamento no software de livre acesso MZmine 2.53. Os dados
foram tratados seguindo a sequéncia: (i) importagédo dos dados brutos, (ii) detecgao dos
espectros de EM', (iii) detecgéo dos espectros de EM?, (iv) construgdo dos cromatogramas
de EM', (v) deconvolugdo espectral dos cromatogramas, (vi) agrupamento de is6topos, (vii)
alinhamento, (viii) exportacado dos dados para plataforma GNPS. Foi necessaria a conversao
dos arquivos com extencdo raw para a extensdo mzML, com a utilizacdo do software
MSConvert, para entdo, os dados serem submetidos ao tratamento utilizando um conjunto de
variaveis buscando a melhor organizagédo dos dados e combinacdo entre os nodos. Para isto,

0s seguintes parametros foram utilizados: (Tabela 2):

Tabela 2: parametros utilizados no tratamento dos dados no software MZmine 2.53
PARAMETROS ESI(+) ESI(-)

Mass detector

- MS (noise level 8E2 5E2
- MS? (noise level) 1E0 1E0

Chromatogram builder (ADAP)

- #scanst 3 3

- intensity treshold 8E2 5E2
- min intensity 1E3 8E2
- m/z tolerance 0.5 0.5

Chromatogram decovolution (wavelets ADAP)
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- S/N threshold 3 3

- min feature height 1E3 8E2

- coefficiente/area threshold 0 0

- peak duration range 0.01-2.0 0.01-2.0
- rt wavelet range 0.001-0.50 0.001-0.20

Isotopic peaks grouper (representative - most intense)

- m/z tolerance 0.5 0.5
- rt tolerance 0.5 0.5
- maximun charge 1 1

Join aligner

- m/z tolerance 0.5 0.5
- weight for m/z 3 3
- RT tolerance 0.5 0.5
- weight for RT 1 1

Fonte: Elaborado pelo autor

Apobs o processamento, a table list final foi exportada em modo de compatibilidade com
a construgcao de redes quantitativas (FBMN) no GNPS. As informagbes sobre MS*, RT e as
areas dos sinais encontravam-se em arquivos .csv, enquanto as informacdes de MS? estavam

presentes em arquivo (.mgf).

Para a construgéo das redes moleculares quantitativas (FBMN) foram utilizados os
arquivos processados (.csv) e (.mgf) exportados do software MZmine, assim como os arquivos

originais na extensdo livre (.mzML).
Os parametros utilizados seguem na tabela 3 para a obtengao das redes moleculares.

Tabela 3: Parametros utilizados para obten¢do das redes moleculares.

Parametros ESI (+) ESI (-)

MS' (noise level) 8,00E+02 5,00E+02

MS? (noise level) 1,00E+00 1,00E+00
#scans 3 3

Intensity treshold 8,00E+02 5,00E+02

Min intensity 1,00E+03 8,00E+02
m/z tolerance 0,5 0,5
S/N threhold 3 3

Min feature height 1,00E+03 8,00E+02
Coefficiente/area threshold 0 0

Peak duration range 0,01-2,0 0,01-2,0
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Rt wavelet range

m/z tolerance
Rt tolerance

Maximun charge
m/z tolerance
Weight for m/z

RT tolerance
Weight dor RT

0,001-0,50

0,5
0,5

1
0,5
3

0,5
1

0,001-0,20

0,5
0,5

1
0,5
3

0,5
1

Fonte: Elaborado pelo autor

4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Perfil cromatografico das fases em n-butanol

Amostras de fases e extratos vegetais apresentam grande complexidade tendo em

vista o nimero de compostos que estdo presentes a amostra, o que torna uma tarefa muito

complexa conseguir a resolugdo minima para que ndo ocorra a sobreposicdo de picos

cromatograficos. Desta forma, o desenvolvimento do método cromatografico visou a melhor

resolugao possivel entre os picos cromatograficos para ter bom método para ser aplicado na

andlise de CLAE-IES-MS?. Assim, apos diversas andlises obteve-se um resultado muito

satisfatorio para o propdsito do trabalho (Figuras 3 e 4).

Figura 3: Perfil cromatografico da P. Makinoi
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 4: Perfil cromatografico da P. Pubescens
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Ao comparar os perfis cromatograficos para ambas as espécies € possivel notar

grande similaridade nos tempos de retengao dos picos cromatograficos.

Com isto, pode-se supor a ocorréncia de substancias iguais em ambas as fases em n-

butanol. No entanto, ndo bastava apenas essa comparagao para afirmar tal suposig¢ao. Assim,
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a analises dessas fases por CLAE-IES-MS? poderia fornecer informagdes valiosas sobre os
padrdes de fragmentagdo e consequentemente estabelecer uma relagéo precisa sobre as
substancias presentes nas duas fases organicas, além de poder realizar a anotagdo com base
em bibliotecas espectrais e finalmente construir as redes moleculares e ter uma visédo global

sobre o perfil do extrato como um todo.

Com isto, as amostras foram analisadas por CLAE-IES-MS? tanto para o modo

negativo como para o modo positivo de ionizagao (figuras 5 e 6).

Figura 5: Perfil cromatografico de P. Pubescens e P. Makinoi no modo negativo de ionizagéo.
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Figura 6: Perfil cromatografico de P. Pubescens e P. Makinoi no odo positivo de ionizagéo.
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Diante da obtengéo do perfil cromatografico e observagao da ionizagao das espécies
presentes nas fases organicas tanto no modo negativo como positivo, os dados foram tratados
no software MZmine 2.53 e entdo submetidos a processamento para gerar as redes

moleculares na plataforma GNPS.

4.2 Redes moleculares

As redes moleculares obtidas resultaram na anotacdo de 17 compostos pelo modo
negativo de ionizagdo e 11 pelo modo positivo de ionizagdo. Essencialmente, os compostos
anotados fazem parte de trés classes de compostos, flvonoides O-glicosilados, flavonoides C-

glicosilados e cumarinas.

As redes moleculares geradas tanto para o modo positivo de ionizagado quanto para o
modo negativo apresentaram regides distintas (clusters), tendo em vista as semelhangas e
diferengas estruturais e como resultado, geram diferentes ions fragmento na analise de

espectrometria de massas e desta forma ocorre os agrupamentos (Figuras 7 e 8).

Figura 7: Rede molecular modo negativo da P. Pubescens e P. Makinoi
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Figura 8: Rede molecular modo positivo da P. Pubescens e P. Makinoi
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Tendo em vista relatos anteriores da ocorréncia de flavonoides em espécies de
bambus, dos 17 compostos anotados, 10 correspondem a flavonoides (Tabela 4) (Figura 9).
Com base nas redes moleculares pode-se percebem grande similaridade de flavonoides em
ambas as espécies, representados por nodos com duas cores. A partir destes mesmos
resultados pode-se inferir sobre qual composto foi o majoritario, Homoorientina, uma vez que

seu nodo é o maior.

Tabela 4: Compostos anotados pelo GNPS

Isoschaftoside

Composto Anotado Espécie
1 Rutin o
2 Schaftoside P. makinor
3 Homoorientin
4 methoxy-myricetin-3-O-hexoside
5 vitexina-2”-O-shmnoside
6 vicenin-2 P. makinoi
7 2”-O-beta-L-galactopyranosylorientin P. pubescens
8
9

apigenin 6C-glucoside 8-C-xyloside
Isovitexin

N
o
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Figura 9: Estrutura molecular dos flavonoides anotados de P. makinoi e P. pubescens
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente trabalho apresentou o potencial das duas espécies de bambus como fonte
flavonoides. A plataforma GNPS foi muito eficiente na formagéo das redes moleculares tendo
em vista a organizacao realizada dos dados, além da anotagédo de 17 compostos, dos quais
10 foram flavonoides. Ainda ha compostos presentes nas redes moleculares que nao tiveram
a anotacdo realizada, no entanto com base na organizacdo das redes moleculares por
similaridade dos perfis de fragmentacao dos compostos, pode-se sugerir compostos com

estruturas moleculares relacionadas aos compostos anotados.
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