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RESUMO
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QUANTIFICACAO DE ACIDOS FENOLICOS EM Plectranthus neochilus POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECTOR
ELETROQUIMICO

AUTORA: Andressa Rossini Goulart
ORIENTADOR: Rafael Roehrs

Data e Local da Defesa: Uruguaiana, 30 de agosto de 2019

A Plectranthus neochilus Schlechter € uma planta utilizada pela medicina popular para
cura e/ou tratamento de doencas, sintomas e sinais relativos ao aparelho digestivo e
abdébmen e também é conhecida pelos nomes de “boldo miudo”, “boldo gamba”,
“‘boldo rasteiro”, entre outros. Possui nas folhas maior quantidade de compostos
bioativos com caracteristicas farmacoldgicas, dentre eles os acidos fendlicos
provenientes do metabolismo secundario: acidos galico, protocatecuico, vanilico, p-
cumarico, cafeico e ferulico. Diversos fatores alteram a producdo de metabdlitos
secundarios das plantas e por consequéncia a qualidade e valor terapéutico das
mesmas, como por exemplo ritmocircadiano, desenvolvimento, temperatura,
disponibilidade hidrica, dentre outros. Em virtude disto, foi avaliada a concentracédo
dos seis acidos fendlicos mencionado, em amostras de folhas de Plectranthus
neochilus sob diferentes condi¢cdes ambientais, através de metodologia prépria para
CLAE-ECD, onde foi possivel averiguar que diferentes condi¢des de cultivo e colheita
afetaram a sintese de metabolitos secundarios da planta medicinal estudada, de

acordo com suas caracteristicas metabodlicas.

Palavras-Chave: CLAE-ECD, Plectranthus neochilus, acidos fendlicos, condicdes

ambientais.
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Plectranthus neochilus Schlechter is a plant used by popular medicine to cure and/or
treat diseases, symptoms and signs related to the digestive tract and abdémen and is
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also known by the names of “boldo miudo”, “boldo gamba”, “boldo rasteiro”, among
others. It has the largest amount of bioactive compounds with pharmacological
characteristics, including phenolic acids from secondary metabolismo: gallic,
protocatechuic, vanillic, p-coumaric, caffeic and ferulic acids. Several factors alter the
production of secondary metabolites of the plants and consequently their quality and
therapeutic value, such as rhythmocircadian, development, temperature, water
availability, among other. As a result, the concentration of the six phenolic acids
mentioned in Plectranthus neochilus leaf samples under different cultivation and
harvesting conditions affected the synthesis of secondary metabolites of the medicinal

plant studied, according to their metabolic characteristics.

Keywords: HPLC-ECD, Plectranthus neochilus, phenolic acids, environmental

conditions.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo, para alivio dos sintomas,
prevencao, tratamento ou cura de doencas, € uma pratica disseminada ao longo das
geracdes (PINTO et al.,, 2006; VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006; MEYER et al.,
2012), conhecimento propagado principalmente pelos idosos, o acesso a livros e
indicacbes de parentes e amigos, também sdo formas de alastrar essa tradicao
popular (PINTO et al., 2006; MEYER et al., 2012).

A parte mais utilizada da planta na medicina popular, é a folha
(VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006; MEYER et al., 2012). Esse aspecto, em relacdo a
flora, favorece a preservacdo dos recursos vegetais, visto que, ndo atrapalha o
desenvolvimento e a reproducéo da planta, se a retirada néo for excessiva (MEYER
et al., 2012). S&o varios os modos de preparo das folhas de plantas medicinais pela
populacdo: garrafada (combinacdes de plantas medicinais em bebidas alcodlicas),
banho (folhas imersas em agua para enxague corporal), in natura, massagem
(corporal), xarope (mistura de planta, agua e acucar) e decocc¢ao ou infusédo, sendo
este Ultimo, o mais utilizado (MEYER et al., 2012).

Dentre a vasta gama de plantas medicinais, destacamos a Plectranthus
neochilus Schlechter, popularmente conhecida como “boldo japonés”, “boldo rasteiro”,
“boldo miudo”, “boldo gamba” e “boldo pequeno” (ROSAL et al., 2009; LIMA et al.,
2017). As causas mais citadas pela populacdo para utilizacdo de Plectranthus
neochilus, sao para o tratamento de “doencas, sintomas e sinais relativos ao aparelho
digestivo e abdome”, também apontadas como “dor de estdbmago”, “ma digestao” e
“problema do estémago” (VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006; MEYER et al., 2012). A
utilizacao popular das folhas de P. neochilus (assim como as demais variacdes de
plantas medicinais) deve-se, provavelmente, a propriedades dos compostos
presentes na folha que auxiliam na melhora desejada para a saude (MEYER et al.,
2012). Compostos estes, provindos do metabolismo secundario das plantas.

As plantas, de maneira geral, podem ter basicamente duas divisées quanto
ao seu metabolismo: primario e secundario. O primario é referente aos processos
metabolicos com fungdo essencial no vegetal — exemplo: fotossintese (GARCIA &
CARRIL, 2009; PERES, 2009). Enquanto o secundario, origina compostos

especificos e caracteristicos de acordo com cada vegetal — 0os produtos secundarios
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possuem acdo protetora em relacdo a interacfes bidticas e estresses abidticos.
Quatro grandes grupos fazem parte dos metabdlitos secundarios: terpenos,
compostos fendlicos, glicosideos e alcaloides (GARCIA & CARRIL, 2009). Dentre
estas classes, 0os compostos fendlicos sdo essenciais para 0 crescimento e
reproducdo das plantas e encontrados em abundancia na natureza (ANGELO &
JORGE, 2007; GARCIA & CARRIL, 2009). Dentro da classe dos compostos fendlicos,
existe os &cidos fendlicos, que em virtude de sua estrutura quimica, conferem
propriedades antioxidantes para os vegetais, sendo também mais comuns (ANGELO
& JORGE, 2007; SOUSA, 2007). As caracteristicas quimicas desses compostos
desempenham um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres
e quelacdo de metais de transi¢cdo, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacédo do processo oxidativo (SOUSA, 2007). O termo radical livre refere-se a
um atomo ou molécula extremamente reativa (FERREIRA & MATSUBARA, 1997;
CANUTO et al., 2010). Esta reatividade se deve ao numero impar de elétrons, em sua
Ultima camada eletrdnica. Porém, radical livre ndo é o termo ideal para descrever os
agentes reativos patolégicos, pois alguns deles n&@o apresentam elétrons
desemparelhados em sua ultima camada, sendo mais adequado o termo “espécies
reativas do metabolismo do oxigénio” (ERO). Embora as ERO possam ser mediadoras
de doencas, sua formacdo nem sempre é prejudicial a saude (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Contudo, se houver estimulo exagerado na producao dessas
espécies, e a ele estiver associada uma falha da defesa antioxidante, poderao ocorrer
diversas consequéncias bruscas para o organismo humano, como mutacdes,
envelhecimento, cancer, doencgas autoimunes, entre outras.

Os seres vivos desenvolveram um complexo sistema de defesa antioxidantes
para combater espécies reativas. Este sistema envolve enzimas de defesa
antioxidante e os compostos ndo-enzimaticos (FERREIRA & MATSUBARA, 1997,
SOUSA, 2007; CANUTO et al.,, 2010; SILVA et al.,, 2010). Diversas funcbes e
mecanismos importantes dos compostos fenélicos no organismo humano vem sendo
destacados em pesquisas, 0s quais néo estao relacionados somente a sua atividade
antioxidante direta, mas também a habilidade destas substancias de se ligarem a
proteinas (SILVA et al., 2010). Desta forma, somando-se aos efeitos protetores em
organismo humano, ingerir estes antioxidantes € de relevante importancia
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).
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Incluir uma fase de preparo de amostra é de suma importancia, devido as
baixas concentracdes que se encontram acidos fendlicos nas folhas da planta. Uma
das ferramentas mais empregadas para extracdo e/ou pré-concentracao de analitos
presentes em matrizes complexas é a Extracdo em Fase Solida (SPE, do inglés Solid
Phase Extration), este tipo de extracédo permite a concentragao do analito e eliminagao
méxima dos interferentes, além de diminuir o tempo de analise, o0 consumo de
solventes, ndo formar emulsdes, promover o enriquecimento de tracos e apresentar
alto potencial para automatizagéo. (QUEIROZ et al., 2001; NETO & SIQUEIRA, 2005;
SILVA, 2012).

Os acidos fendlicos sao acidos organicos eletroativos e devido a esta
caracteristica, podem ser separados e detectados através de Detector Eletroquimico
acoplado a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, pois ndo se torna necessaria a
derivatizacado da amostra para a analise desses compostos (SEDENHO, 2016).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou High Performance Liquid
Cromatography (HPLC), é uma técnica utilizada para separacdo de compostos
fendlicos, muito adequada, pois, tem a capacidade de realizar separacdes e analises
guantitativas de um vasto grupo de compostos presentes em Vvarios tipos de amostras,
em curta escala de tempo, com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade (ANGELO &
JORGE, 2007). Devido ao carater antioxidante dos &cidos fendlicos, podemos utilizar
para detectar, quantificar e identificar sua presenca, o Detector por Arranjo de Diodos
(DAD) ou o Detector Eletroquimico (do inglés Eletrochemical Detector — ECD) para
CLAE. Dentre os detectores possiveis para utilizacdo em CLAE, o eletroquimico se
destaca, pois este detector possui uma alta seletividade, detecta somente as espécies
gue se oxidam ou reduzem, em um potencial inferior ou igual ao fixado, é altamente

sensivel e muito bom para analises de tracos (LIANG et al., 2009).
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA
2.1 A utilizacao de Plectranthus neochilus na medicina popular

A Plectranthus neochilus Schlechter € uma planta herbacea da familia
Lamiaceae, perene ou por vezes anual, ramificada e densa, prostrada e ereta, mede
de 0,12 m a 0,5 m de altura, possui aroma intenso, folhas carnosas e opostas (Fig. 1),
sua inflorescéncia é racemosa e de coloracao violeta, suas raizes séo tuberosas e €
popularmente conhecida pelos nomes de “boldo japonés”, “boldo rasteiro”, “boldo
miudo”, “boldo gamba” e “boldo pequeno” (ROSAL et al., 2009; VIANA, 2011; LIMA et
al., 2017).

Figura 1 — Plectranthus neochilus Schlechter.

Fonte: do autor.

Devido as atividades biologicas, as plantas do género Plectranthus sédo
utiizadas na medicina tradicional para variados fins como dores de cabeca,
gueimaduras, alergias, entre outros (VIANA, 2011).

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacéo, para alivio dos sintomas,

prevencdao, tratamento ou cura de doengas, € uma pratica disseminada ao longo das
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geracoes (PINTO et al.,, 2006; VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006; MEYER et al.,
2012). A P. neochilus é popularmente empregada para o tratamento de “doencgas,
sintomas e sinais relativos ao aparelho digestivo e abdome”, também apontadas como
“dor de estdbmago”, “ma digestdo” e “problemas do estébmago” (PINTO et al., 2006;
VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006; MEYER et al., 2012), ou seja, 0s compostos
bioativos da planta sdo potenciais medicamentos para insuficiéncia hepética e
dispepsia (VIANA, 2011). A parte da P. neochilus mais utilizada séo as folhas, pois,
assim como as demais variacdes de plantas medicinais, € o local no vegetal onde
estdo mais presentes 0s compostos cujas propriedades auxiliam na melhora desejada
para a saude (MEYER et al., 2012). Além disso, utilizar as folhas ao invés de outras
partes da planta favorece a preservacdo dos recursos vegetais, visto que, nao
atrapalha o seu desenvolvimento e a sua reproducéo, se a retirada nao for excessiva
(MEYER et al., 2012).

As folhas de plantas medicinais séo frequentemente preparadas para ingestao
em forma cha, através de infusdo. Também existem outras formas de aproveitamento
das folhas: garrafada (combinacdo de plantas medicinais veiculadas em bebida
alcodlica), banho (imersdo das folhas em &4gua morna, para enxague corporal), in
natura (consumo das folhas frescas), massagem (esfoliacdo corporal a partir de folhas

secas), xarope, decoccdo (MEYER et al., 2012).

2.2 O metabolismo secundério das plantas

O metabolismo é constituido pelo conjunto de rea¢des quimicas que ocorrem
em um organismo. O metabolismo primario das plantas ocorre onde maior parte do
carbono, nitrogénio e energia é transformada em moléculas comuns a todas as
células, necessarias para seu funcionamento e dos organismos, como, aminoacidos,
nucleotideos, aclcares e lipidios (GARCIA & CARRIL, 2009).

Diferente de outros organismos, as plantas sintetizam uma ampla variedade de
moléculas orgénicas a partir de uma quantidade significativa de carbono assimilado e
energia, estas moléculas sintetizadas ndo tém uma funcdo direta em processos
fotossintéticos, respiratorios, assimilacdo de nutrientes, entre outros (GARCIA &
CARRIL, 2009). Sao denominados metabdlitos secundarios ou produtos secundarios,

também chamados de produtos naturais.
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Além de os metabdlitos secundarios ndo apresentarem funcdes definidas nos
processos mencionados, ndo se encontram em todos os grupos de plantas e sao
sintetizados em pequenas quantidades, restringida a um determinado género de
plantas, familia ou espécies (GARCIA & CARRIL, 2009).

Algumas das fungfes dos metabdlitos secundarios séo especificas e possuem
funcbes de extrema importancia no vegetal, como atrair ou repelir animais (GARCIA
& CARRIL, 2009; TAIZ & ZEIGER, 2009). Muitos sdo pigmentos que proporcionam
cores a flores e frutos, que sdo fundamentais para atrair insetos polinizadores, para
gue ocorra a reproducéo, ou animais que aproveitardo os frutos como fonte de
alimento, contribuindo assim, na dispersao de sementes. A fungao protetora de repelir
predadores proporciona a planta sabores amargos, fazendo-as indigestas ou
venenosas, também atuam como pesticidas naturais, agem contra infec¢cdes por
organismos patogénicos e como agente na competicao planta-planta e nas simbioses
plantas-organismos (GARCIA & CARRIL, 2009; TAIZ & ZEIGER, 2009). A
sobrevivéncia das plantas e suas relacdes ecoldgicas sdo, portanto, profundamente
afetadas pelas funcdes dos seus metabdlitos secundarios (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Na agricultura o metabolismo secundério também possui relevancia, por
exemplo, os compostos responsaveis por aumentar o desempenho reprodutivo das
plantas, quando atuam na defesa contra organismos como fungos, bactérias ou
herbivoros, podem torna-las indesejaveis para o consumo na dieta humana. Nessa
perspectiva, algumas plantas tém sido cultivadas e selecionadas artificialmente para
que sejam produzidos niveis relativamente baixos desses compostos (TAIZ &
ZEIGER, 2009).

O metabolismo primario do carbono € precursor para as rotas de biossintese
de metabdlitos secundarios (Fig. 2) (GARCIA & CARRIL, 2009), que também s&o
chamados de produtos naturais e possuem um significativo valor medicinal e
econdmico, sendo amplamente utilizados na industria cosmética, alimenticia e
farmacéutica. Uma grande parte destes produtos naturais eram utilizados na medicina
antiga como remédios para alivio dos sintomas, prevencao, tratamento ou cura de
doencas e se utilizam na atualidade como medicamentos, resinas, gomas,
intensificadores de sabor, aromas, corantes, dentre outros (PINTO et al.,, 2006;
VENDRUSCOLO & MENTZ, 2006; GARCIA & CARRIL, 2009; MEYER et al., 2012).
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Figura 2 — Principais rotas de biossintese de metabdlitos secundarios e suas inter-
relagbes com o metabolismo primario.
co,

l Fotossintese
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Fonte: Taiz & Zeiger (2009, p. 346)

Quatro grandes grupos fazem parte dos metabdlitos secundérios das plantas,
sao eles: os terpenos, encontram-se em horménios, pigmentos e 6leos essenciais; 0s
glicosideos, que compreendem as saponinas, glicosideos cardiacos, glicosideos
cianogénicos e glucosinolatos; os alcaloides, que tem funcéo de defesa contra insetos
e animais predadores; os compostos fendlicos, que compreendem as cumarinas,
flavonoides, &cidos fendlicos, ligninas e taninos (GARCIA & CARRIL, 2009).

2.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sédo produtos do metabolismo secundario das plantas,
basicamente, estruturas quimicas que contém um grupamento hidroxila ligado a um

anel aromético. Sua estrutura possui ampla variedade de conformagfes, que vai
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desde moléculas simples como &cidos fendlicos, até polimeros complexos como
taninos e ligninas (GARCIA & CARRIL, 2009; ARAUJO, 2011). Estdo naturalmente
presentes em cereais, hortalicas, frutas, cha, ervas, chocolate, café e vinho.
(ARAUJO, 2011.)

Existem cerca de oito mil tipos de compostos fendlicos descritos, classificados
em fenodis simples, fendis &cidos, cumarinas, flavonoides, estibenos, taninos e
ligninas. (ARAUJO, 2011).

Os fendis acidos constituem a principal classe de compostos fendlicos
consumidos em nossa dieta, estimados em um tergo (0,025 g a 1 g/dia) do total da
ingestao desses compostos. (ARAUJO, 2011).

2.2.1.1 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos sdo compostos de funcéo fenol que contém grupo funcional
carboxila, sendo subdivididos em duas classes: derivados do acido benzoico e do
acido cindmico. Os acidos hidrocinAmicos sdo mais comuns que os hidrobenzoicos,
sendo o p-cumarico, cafeico, ferulico e sindptico os mais frequentes presentes em
alimentos e bebidas de origem vegetal, como o café, erva mate, frutas, entre outros.
Os acidos hidroxibenzoicos sdo componentes das complexas estruturas dos taninos
hidrolisaveis e menos abundantes nos vegetais de consumo humano, como os acidos
galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico (ANGELO & JORGE,
2007; GARCIA & CARRIL, 2009; ARAUJO, 2011).

Para a biossintese de compostos fendlicos existem duas rotas basicas: a do
acido chiquimico e a do acido malénico (Fig. 2) (GARCIA & CARRIL, 2009; TAIZ &
ZEIGER, 2009). Esta ultima é uma fonte importante de fenéis em fungos e bactérias,
porém pouco empregada em plantas superiores (TAIZ & ZEIGER, 2009).

A rota do acido chiquimico é responsavel pela maioria dos acidos fendlicos nas
plantas. Esta rota esta presente em plantas, fungos e bactérias, mas ndo em animais.
A série de reacdes até a formacao do acido chiquimico e seus derivados (fenilalanina,
triptofano e tirosina), acontece a partir da metabolizacdo da eritrose-4-fosfato e do
acido fosfoenolpirdvico (TAIZ & ZEIGER, 2009; ARAUJO, 2011).

A maioria dos compostos fenélicos derivam da fenilalanina, esta, junto com o
triptofano fazem parte dos aminoacidos essenciais para 0s animais, que S&o
incorporados na dieta (ARAUJO, 2011).
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As classes de compostos fendlicos derivadas da fenilalanina séo sintetizadas
por meio de eliminagdo de uma molécula de aménia, que origina o acido cindmico
(Fig. 3). Esta reacdo € catalisada pela enzima fenilalanina amoénio liase (PAL,
phenylalanine ammonia lyase) (GARCIA & CARRIL, 2009). Esta enzima esta situada
em um ponto de ramificagdo entre o metabolismo priméario e secundério da planta, é
uma importante etapa reguladora na formacdo de muitos compostos fendlicos e as
demais reacOes catalisadas posteriores a PAL sdo fundamentalmente adicbes de
grupos hidroxilas (TAIZ & ZEIGER, 2009; ARAUJO, 2011).

Os &cidos ferulico e cafeico sao formados a partir da metabolizagdo dos acidos
trans-cin@mico e p-cumarico, cuja fungéo principal é atuarem como precursores de
derivados complexos como cumarinas, lignina, taninos, flavonoides e isoflavonas
(GARCIA & CARRIL, 2009). Os fenilpropanoides s&o acidos fendlicos que incluem os
acidos cindmico e cumarico e seus derivados, contém em sua estrutura um anel
benzeno (C6) e uma cadeia lateral de trés carbonos (C3) (GARCIA & CARRIL, 20009).

Os acidos fendlicos derivados do acido benzoico possuem estrutura formada
por fenilpropanoides que perderam um fragmento dos carbonos da cadeia lateral,
sendo a vanilina e o acido salicilico exemplos destes derivados, que atuam como
reguladores do crescimento vegetal, agindo na resisténcia da planta frente a
patogenos. (GARCIA & CARRIL, 2009; TAIZ & ZEIGER, 2009).
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Figura 3 — Esquema da biossintese de compostos fendlicos a partir da fenilalanina.
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Fonte: Taiz & Zeiger (2009, p. 351) — adaptado.

A atividade enzimatica da fenilalanina aménio liase (PAL) é regulada de
maneira complexa em muitas espécies vegetais, pela existéncia de genes multiplos
gue codificam essa enzima, sendo expressos apenas em tecidos especificos ou sob
certas condicbes ambientais. Existem fatores que aumentam a atividade da PAL,
como por exemplo: iluminagéo, infecgdo por fungos e baixos niveis de nutrientes (TAIZ
& ZEIGER, 2009).

Os fatores que podem influenciar na producdo de metabdlitos secundarios das

plantas e por consequéncia na qualidade e valor terapéutico das mesmas, sao:
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sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento, temperatura, disponibilidade
hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude local, poluicdo atmosférica, inducéo
por estimulos mecéanicos ou ataque de patégenos (GOBBO-NETO & LOPES, 2006;
ANGELO & JORGE, 2007; RAMBORGER, 2017).

Os &cidos galico, protocatecuico, vanilico, p-cumarico, ferdlico e cafeico
possuem caracteristicas bem definidas quanto a sua férmula molecular e massa molar
(Tab. 1).

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas dos seis acidos fendlicos.

Acido Fendlico Formula Nomenclatura Sindnima Massa Molar ~ Ponto/intervalo
Molecular (g mol?) de fuséo
Acido Galico C7HsO0s Acido 3,4,5-trihidroxibenzoico 170,12 251°C — dec.
Acido Protocatecuico C7HsO4 Acido 3,4-dihidroxibenzoico 154,12 200 —202°C
Acido Vanilico CsHsOa4 Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico 168,15 208 — 211°C
Acido p-Cumarico CoHsO3 Acido 4-hidroxicinamico 164,16 214°C — dec.
Acido Ferdlico C10H1004 Acido 4-hidroxi-3-metoxicindmico 194,18 168 — 172°C -
lit.
Acido Cafeico CoHsO4 Acido 3,4-dihidroxicinamico 180,16 211 —213°C —
dec.

Fonte: Sigma-Aldrich.

2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os &cidos fendlicos sdo &cidos organicos eletroativos que devido a esta
caracteristica, podem ser separados e detectados através de Detector Eletroquimico
acoplado a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, pois ndo se torna necessaria a
derivatizacdo da amostra para a analise desses compostos (SEDENHO, 2016).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ou mesmo é uma técnica
fisico-quimica de separacéo, utilizada para analises qualitativas e quantitativas de um
vasto grupo de compostos presentes em diferentes tipos de amostras (ANGELO &
JORGE, 2007; SEDENHO, 2016).

A separacdo de compostos de uma mistura por CLAE esta baseada na
migracao diferencial dos analitos de acordo com interagdes especificas entre duas
fases imisciveis, denominadas fase moével e estacionaria (SEDENHO, 2016).

Esta técnica tem sido amplamente utilizada por apresentar caracteristicas
vantajosas atribuidas a alta pressao da fase movel, as quais possibilitam a separacao

de misturas complexas, além de andlises qualitativas e quantitativas (SEDENHO,
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2016). Dentre as vantagens analiticas da CLAE estao: tempo reduzido, alta resolucéo,
eficiéncia e sensibilidade (ANGELO & JORGE, 2007; SEDENHO, 2016). Além do que,
‘os métodos cromatograficos se destacam na analise de &acidos organicos por
possibilitarem a separacao, identificacdo e a quantificacdo destes” (SEDENHO, 2016).

Para a identificagdo de acidos fendlicos presentes em uma amostra, 0s
detectores utilizados em CLAE sao o Detector por Arranjo de Diodos (DAD) e o
Detector Eletroquimico (ECD - do inglés Electrochemical Detector). O ECD é
amplamente utilizado para este tipo de analise, pois possui alta seletividade e apenas
detecta compostos iGnicos ou capazes de serem reduzidos ou oxidados diante da
aplicacdo de um determinado potencial elétrico (LIANG et al., 2009; SEDENHO,

2016).

2.4 Deteccdao Eletroquimica (ECD)

Os detectores eletroquimicos séo todos aqueles que medem a capacidade que
um composto possui de se oxidar ou reduzir na aplicacdo de um potencial elétrico
(SEDENHO, 2016). Existem diversos tipos de detectores eletroquimicos, como por
exemplo, o voltamétrico, condutimétrico, potenciométrico e o amperométrico. Este
altimo, possui maior destaque em diversos trabalhos (SEDENHO, 2016).

O detector amperométrico € um dos mais importantes entre os eletroquimicos
e sua deteccdo consiste no monitoramento de uma reacgdo sofrida pelo analito na
superficie de um eletrodo. Essa caracteristica diferencia a detec¢éo eletroquimica das
demais técnicas de deteccdo que sdo baseadas nas propriedades fisicas do analito,
como por exemplo, a espectrometria de massa, através da massa molar e a deteccéo
de absorbancia, através da absortividade molar. (ANTEC, 2015; SILVA, 2017).

Na deteccdo eletroquimica é aplicado um potencial determinado entre os
eletrodos de referéncia e de trabalho, o analito eletroquimicamente ativo sofrera
oxidacdo ou reducgdo e esta reatividade molecular sera determinada no eletrodo de
trabalho. A diferenga de potencial fornece o nivel ideal de energia para iniciar ou
aumentar a reacao eletroquimica (ANTEC, 2015). Esta técnica de detecc¢éao € aplicada
especialmente nas areas de alimentos, bebibas, neurociéncia, analises clinicas,
bioenergia, meio ambiente e nas areas farmacéuticas (SILVA, 2017).

A ECD possui alta seletividade, pois detecta somente as espécies que se

oxidam ou reduzem, em um potencial inferior ou igual ao fixado, € altamente sensivel
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para espécies eletroativas e muito boa para analises de tracos (LIANG et al., 2009),
permite a detec¢do de uma grande variedade de compostos quimicamente ativos e é
vantajosa quando comparada com outros tipos de detectores que podem ser utilizados
em CLAE, pois apresentam uma alta especificidade, boa relacdo sinal/ruido e
configuracéo simplificada (SEDENHO, 2016; SILVA, 2017).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar a concentracdo de acidos fendlicos em amostras de Plectranthus
neochilus sob diferentes condigbes ambientais, através de metodologia propria para
CLAE-ECD.

3.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver e validar metodologia de deteccdo simultdnea de seis acidos
fendlicos por CLAE-ECD;

e Otimizar o processo de extracdo por SPE de compostos fendlicos;

e Quantificar e avaliar a concentracdo de acidos fendlicos (galico, protocatecuico,
vanilico, cafeico, p-cumarico, ferulico) nas folhas de P. neochilus em diferentes
estacdes do ano, horas do dia, mediante disponibilidade e restricdo hidrica.



28

4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados referentes a esta dissertacao estao apresentados sob o modelo
de artigo cientifico e neste, presentes as sec¢des de Materiais e Métodos, Resultados
e Discussédo e Referéncias Bibliograficas. O manuscrito esta apresentado conforme
submetido a Revista Chemosphere.
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Resumo

A Plectranthus neochilus Schlechter é uma planta utilizada pela medicina popular para cura
e/ou tratamento de doencas, sintomas e sinais relativos ao aparelho digestivo e abdémen e
também ¢ conhecida pelos nomes de “boldo miudo”, “boldo gamba”, “boldo rasteiro”, entre
outros. Possui nas folhas maior quantidade de compostos bioativos com caracteristicas
farmacoldgicas, dentre eles os acidos fendlicos provenientes do metabolismo secundario:
acidos galico, protocatecuico, vanilico, p-cumarico, cafeico e ferulico. Diversos fatores alteram
a producdo de metabolitos secundarios das plantas e por consequéncia a qualidade e valor
terapéutico das mesmas, como por exemplo ritmo circadiano, desenvolvimento, temperatura,
disponibilidade hidrica, dentre outros. Em virtude disto, foi avaliada a concentracdo dos seis
acidos fendlicos mencionados, em amostras de Plectranthus neochilus sob diferentes condictes
ambientais, através de metodologia propria para HPLC-ECD, onde foi possivel averiguar que
diferentes condicdes de cultivo e colheita afetaram a sintese de metabdlitos secundarios da
planta medicinal estudada, de acordo com suas caracteristicas metabdlicas.

Palavras-chave: HPLC-ECD, Plectranthus neochilus, acidos fendlicos, condi¢cGes ambientais.
1. Introducéo

A Plectranthus neochilus Schlechter ¢ uma planta herbacea da familia Lamiaceae, perene,
ramificada e densa, possui aroma intenso, com flores de coloragdo azuis e roxas, folhas carnosas
e opostas e € popularmente conhecida pelos nomes de “boldo japonés”, “boldo rasteiro”, “boldo
miudo”, “boldo gamba” e “boldo pequeno” (Rosal et al., 2009; Viana, 2011; Lima et al., 2017).
Devido as atividades biologicas, as plantas do género Plectranthus sao utilizadas na medicina
tradicional para variados fins como dores de cabeca, queimaduras, alergias, entre outras
aplicacoes (Viana, 2011).

A P. neochilus ¢ popularmente empregada para o tratamento de “doencas, sintomas e sinais

29 ¢

relativos ao aparelho digestivo e abdomen”, também apontadas como “dor de estdmago”, “ma
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digestao” e “problemas do estomago” (Pinto et al., 2006; Vendruscolo e Mentz, 2006; Meyer et
al., 2012), ou seja, os compostos bioativos da planta sdo potenciais medicamentos para
insuficiéncia hepatica e dispepsia (Viana, 2011). A parte da P. neochilus mais utilizada sao as
folhas, pois, assim como as demais variagcdes de plantas medicinais, ¢ o local no vegetal onde
estdo mais presentes os compostos cujas propriedades auxiliam na melhora desejada para a
saude (Meyer et al., 2012). Sendo o preparo das folhas, mais utilizado pela populacao, em forma
de cha, através de infusao.

Os compostos bioativos das plantas com caracteristicas farmacoldgicas para os seres humanos
provém do metabolismo secundario dos vegetais, estas substancias possuem diversas
finalidades e caracteristicas de acordo com tipo e necessidade de cada planta (Garcia e Carril,
2009). O metabolismo ¢ constituido pelo conjunto de reagdes quimicas que ocorrem em um
organismo. O metabolismo primario das plantas ocorre onde maior parte do carbono, nitrogénio
e energia ¢ transformada em moléculas comuns a todas as células, necesséarias para seu
funcionamento e dos organismos, como, aminoacidos, nucleotideos, agticares e lipidios (Garcia
e Carril, 2009). Diferente de outros organismos, as plantas sintetizam uma ampla variedade de
moléculas organicas a partir de uma quantidade significativa de carbono assimilado e
fotossintéticos, respiratorios, assimilacdo de nutrientes, entre outros (Garcia e Carril, 2009;
Yang et al., 2012). Sao denominados metabdlitos secundarios ou produtos secundarios. O
metabolismo primdrio do carbono ¢ precursor para as rotas de biossintese de metabolitos
secundarios (Garcia e Carril, 2009), que também sao chamados de produtos naturais € possuem
um significativo valor medicinal e econdmico, sendo amplamente utilizados na industria
cosmética, alimenticia e farmacéutica. Uma grande parte destes produtos naturais eram
utilizados na medicina antiga como remédios para alivio dos sintomas, prevencao, tratamento

ou cura de doencas e se utilizam na atualidade como medicamentos, resinas, gomas,
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intensificadores de sabor, aromas, corantes, dentre outros (Pinto et al., 2006; Vendruscolo e
Mentz, 2006; Garcia e Carril, 2009; Meyer et al., 2012).

Quatro grandes grupos fazem parte dos metabolitos secundarios das plantas, sdo eles: os
terpenos, encontram-se em hormodnios, pigmentos e Oleos essenciais; os glicosideos, que
compreendem as saponinas, glicosideos cardiacos, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos;
os alcaloides, que tem fungdo de defesa contra insetos e animais predadores; os compostos
fenolicos, que compreendem as cumarinas, flavonoides, 4cidos fenolicos, ligninas e taninos
(Jiménez et al., 2003; Garcia e Carril, 2009). A estrutura quimica dos compostos fendlicos ¢
basicamente um grupamento hidroxila ligado a um anel aromético. Sua estrutura possui ampla
variedade de conformacgdes, que vai desde moléculas simples como acidos fenolicos, até
polimeros complexos como taninos e ligninas. (Garcia e Carril, 2009; Aradjo, 2011). Os acidos
hidroxibenzoicos sao componentes das complexas estruturas dos taninos hidrolisaveis ¢ menos
abundantes nos vegetais de consumo humano (Garcia e Carril, 2009; Aratujo, 2011). Existem
diversos fatores que alteram a producdo de metabodlitos secundarios das plantas e por
consequéncia a qualidade e valor terap€utico das mesmas, sdo eles: sazonalidade, ritmo
circadiano, desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, indugdo por estimulos mecanicos ou ataque de
patogenos. (Angelo e Jorge, 2007; Gobbo-neto e Lopes, 2007; Ramborger et al., 2017).

Os acidos fendlicos sdo acidos organicos eletroativos que devido a esta caracteristica, podem
ser separados e detectados através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com
Detector eletroquimico (ECD) acoplado ao sistema, pois ndo se torna necessaria a derivatizagao
da amostra para a analise desses compostos (Sedenho, 2016).

A técnica de HPLC tem sido altamente utilizada por apresentar caracteristicas vantajosas
atribuidas a alta pressdo da fase modvel, as quais possibilitam a separagdo de misturas

complexas, além de analises qualitativas e quantitativas (Sedenho, 2016). Dentre as vantagens
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da HPLC estao: tempo reduzido, alta resolugdo, eficiéncia e sensibilidade (Angelo e Jorge,
2007; Sedenho, 2016). Além do que, “os métodos cromatograficos se destacam na analise de
acidos organicos por possibilitarem a separagdo, identificacdo e a quantificagao destes”
(Sedenho, 2016).

Para a identificagao de acidos fenolicos presentes em uma amostra, os detectores utilizados em
HPLC sao o detector de arranjo de diodos (DAD) e o detector eletroquimico (ECD). O ECD ¢
amplamente utilizado para este tipo de analise, pois possui alta seletividade e apenas detecta
compostos i0nicos ou capazes de serem reduzidos ou oxidados diante da aplicagcdo de um
determinado potencial elétrico (Liang et al., 2009; Sedenho, 2016).

O ECD possui alta seletividade, pois detecta somente as espécies que se oxidam ou reduzem,
em um potencial inferior ou igual ao fixado, ¢ altamente sensivel para espécies eletroativas e
muito boa para analises de tracos (Liang et al., 2009), permite a deteccdo de uma grande
variedade de compostos quimicamente ativos e € vantajosa quando comparada com outros tipos
de detectores que podem ser utilizados em HPLC, pois apresentam uma alta especificidade, boa
relagdo sinal/ruido e configuragdo simplificada (Sedenho, 2016; Silva, 2017).

De acordo com isto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a concentracao de seis acidos fenolicos
(acidos cafeico, ferulico, galico, protocatecuico, p-cumarico, vanilico) em amostras de
Plectranthus neochilus sob diferentes condi¢cdes ambientais, através de metodologia propria

para HPLC-ECD.

2. Materiais e Métodos

2.1 Quimicos e reagentes
Acido Acético Glacial P.A. pureza 99,7% (Alphatec, Brazil), methanol grau HPLC (T.J. Baker,
Holand), Acetonitrila (T.J. Baker, Holand), agua ultrapura adquirida através de sistema Milli-

Q (Millipore, Estados Unidos da América).

2.2 Instrumentos
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Cartuchos para solid phase extraction Strata-X (Phenomenex, Estados Unidos da América), de
fase reversa, sorbente polimérico, 33 um (500 mg/3 mL). Rotaevaporador Buchi R-210
(Marshall Scientific, Estados Unidos da América). Sistema cromatografico de alta eficiéncia
Young Lin (YL) 9100 (Anyang, Korea), equipado com vacuum degasser (YL9101), quaternary
pump (YL9110), autosampler (YL9150) e detector eletroquimico Decade 11 (Antec Leyden,
Estados Unidos da Ameérica). A programacdo do equipamento e a aquisicdo de dados foram

obtidos através do software YL-Clarity Chromatograph Data System (2009).

2.3 SPE

Os cartuchos para SPE Strata-X foram condicionados com 6 mL de methanol grau HPLC, 6
mL de agua ultrapura e 6 mL de &gua acidificada com solucdo de acido fosférico 1:1 pH 3, a
amostra foi percolada e a etapa de clean-up realizada com 6 mL de 4gua pH 3. Os analitos foram
eluidos com 3 mL de methanol grau HPLC e 3 mL de acetonitrila. Esse procedimento foi
realizado em Manifold para SPE acoplado em bomba a vacuo controlado. O volume final foi
completamente evaporado em rotaevaporador, sob pressdo de 30 mbar, com frequéncia de giro

de 50 rpm, temperatura de 40°C e ao final o analito dissolvido em 1 mL de metanol grau HPLC.

2.4 HPLC-ECD

Para a separacdo simultanea dos seis acidos fenolicos foram utilizadas duas fases moveis: (A)
agua ultrapure e acido acético glacial 96:4 (v/v); (B) Metanol grau HPLC (Liang et al., 2009 —
adaptado). Fase Estacionaria: coluna HPLC Nucleosil 100-5, fase octadecil, end-capped,
system ec, dimens@es 250 x 4,6 mm, particula 5 um (Macherey-Nagel, Alemanha). Na detec¢éo
eletroquimica a frequéncia foi ajustada para 10 Hz e a tenséo de 1.0 V (Liang et al., 2009).

O método foi desenvolvido a partir da solu¢io-méae de concentragdo 100 mg L™ dos seis acidos
fenolicos (cafeico, ferulico, galico, protocatecuico, p-cumarico, vanilico), preparou-se uma

solucéo de trabalho de concentragdo 10 mg Lt que foi levada & separagdo cromatografica. Para
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a curva analitica foram preparadas a partir da solucdo-mée dos acidos fendlicos, soluges com
concentragdes de 0.1; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 2.5; 5.0; 7.5; 10.0 mg L e levadas a separac&o
cromatografica. A validacdo do método HPLC-ECD seguiu os critérios de seletividade,
linearidade e faixa linear, precisao, limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ),

exatidao. (Aragao et al., 2009).

2.5 Material Vegetal

Os espécimes de Plectranthus neochilus Schltr. foram obtidas do herbério da Universidade
Federal do Pampa, BR 472, Km 592, Uruguaiana/RS, Brazil. Identificadas e registradas pelo
n.108/2016. As mudas do vegetal foram mantidas em 4gua durante uma semana (7 dias) para
promover o crescimento das raizes (Ramborger et al., 2017). Apods o periodo de crescimento
radicular, as plantas foram separadas em dois grupos: o grupo 1 destinado a receber ao final de
cada semana uma quantidade de 4gua suficiente para molhar o solo, sem encharcar, o grupo 2
privado de oferta hidrica. Ambos os grupos foram colocados em vasos individuais contendo
solo de jardinagem adubado, sob luz natural indireta, em drea externa de residéncia doméstica,

protegidos das chuvas, porém suscetiveis a mudancas de temperatura e acdo da umidade local.

2.6 Conjunto experimental

Durante um més (30 dias) até mudar a estagdo, as mudas de P. neochilus foram cultivadas em
vasos individuais com terra de jardinagem, adubada, até o momento da colheita das folhas. Os
grupos foram cultivados em triplicata. As plantas do grupo 1 receberam irrigagdo ao final de
cada semana, em quantidade suficiente para molhar a terra sem encharcar, foram nomeadas de
grupo “irrigado”. Foi utilizada agua potavel (da torneira) provinda do sistema municipal de
abastecimento hidrico. As plantas do grupo 2 nao foram irrigadas durante o cultivo nos vasos e

receberam nome de grupo “nao irrigado”.
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As folhas colhidas tinham diferentes niveis de maturagdo e foram misturadas para garantir que
o estagio de crescimento foliar nao influenciasse nos resultados da sintese de acidos fendlicos
(Santos et al., 2011; Mediani et al., 2012).

A colheita das folhas de P. neochilus aconteceu nas datas: 21 de Junho (outono) — final do
outono, comego do inverno, 21 de Setembro (inverno) — final do inverno, comego da primavera
e 21 de Dezembro (primavera) — final da primavera, comeca do verdao de 2018 ¢ 21 de Margo
(verdo) — final do verao, comeco do outono de 2019. Em dois horéarios: as 6:30 AM (antes do
nascer do Sol) e as 8:30 PM (apos o por do Sol). O material vegetal colhido as 6:30 AM
corresponde ao metabolismo da planta apos o periodo noturno, por isto designado “noite” e o
material vegetal colhido as 8:30 PM, corresponde ao metabolismo da planta apds o periodo
diurno, este designado “dia”.

As amostras foram congeladas e no dia seguinte a colheita, levadas ao Laboratdrio de Estudos
Fisico-Quimicos e Produtos Naturais da Universidade Federal do Pampa, Uruguaiana/RS,
Brasil, para respectivo preparo e analise.

Para cada amostra foram pesadas em balanca de precisdo 9 g do material vegetal colhido e
submetidos a infusdo em 100 m/L de agua destilada, por 10 min, para mimetizacdo do ché na
medicina popular. Em seguida, o cha foi filtrado com filtro de papel em funil de Biichner e
imediatamente realizada a Solid Phase Extraction (SPE) para eliminacdo maxima de
interferentes e concentracdo dos analitos (Buszewski e Szultka, 2012). Realizada a SPE, o
volume resultante foi levado ao rotaevaporador, em 50 rpm, sob presséo de 30 mbar, para
evaporacéo total do solvente, a temperatura de 40°C. O analito foi diluido em 1 mL de methanol
grau HPLC, filtrado em politetrafluoroetileno (PTFE) 0.22 um e levado a separacédo em HPLC-

ECD.
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2.7 Analise estatistica
O tratamento estatistico foi realizado através do software GraphpadPrism5®, com analise de

variancia (ANOVA) de duas vias e Bonferroni post hoc test (p < 0.01).

3 Resultados e discussao

3.1 Metodo SPE

O percentual de recuperacao para cada um dos seis acidos fenolicos, utilizando o cartucho
Strata-X para SPE, foi acima de 77% (Tabela 1). Os intervalos aceitaveis de recuperacao para
analise de residuos geralmente estdo entre 70 e 120%, porém de acordo com a complexidade
analitica e da amostra, este valor pode ser de 50 a 120% (Ribani et al., 2004).

Tabela 1 Percentual de recuperacéo e desvio padréo dos &cidos fendlicos para o cartucho

Strata-X.
Phenolic Acids Recovery Percentage (%)

Gallic acid 85.5+1.12
Protocatechuic acid 91.8+1.40
Vanillic acid 87.9+1.61
Caffeic acid 77.3+2.04
p-Coumaric acid 88.8+0.20
Ferulic acid 84+1.96

3.2 Valida¢do do método HPLC-ECD

O tempo para a elui¢do dos seis acidos fenolicos através de HPLC-ECD totalizou 45 minutos,
utilizando gradiente de 4cido acético 4% e methanol grau HPLC para a fase mével, sendo
reestabelecida nos Ultimos 5 minutos as condi¢des cromatograficas iniciais (Tabela 2).

Tabela 2 Especifica¢Oes de eluicdo em gradiente para a separacdo simultanea dos seis acidos

fendlicos através de HPLC-ECD.

Time (min) Acetic Acid 4% (%) Methanol (%) Flow (mL min™)
Start 95 5 0.9
10 80 20 0.9
15 70 30 0.9
35 40 60 0.9
40 40 60 1.0
41 95 5 1.0

45 95 5 0.9
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A separagdo simultanea dos acidos galico, protocalecuico, vanilico, p-cumarico, cafeico e
ferulico através de HPLC-ECD foi eficiente, cada composto teve um pico especifico, em tempo

de retencao proprio e bem definido (Fig. 1).

Chromatogram of simultaneous separation of the six phenolic acids by HPLC-ECD
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Fig. 1 Cromatograma de separacdo simultanea dos acidos fendlicos: (1) acido galico, (2) acido
protocatecuico, (3) acido vanilico, (4) &cido cafeico, (5) acido p-cumarico e (6) acido
feralico através do método de HPLC-ECD, relagdo corrente (nA) por tempo (min).

Os compostos que possuem caracterista quimica mais polar, eluem antes daqueles que sdo mais

apolares, pois estes ultimos, interagem com maior intensidade com a fase estaciondria (apolar)

(Olsen, 2001). As interacdes que ocorrem dos analitos com a fase estacionaria utilizada neste

trabalho, sdo do tipo hidrofobicas (van der Waals), possuindo também ligeiras interagcdes de

silanol residual.

O nivel de polaridade da fase movel muda conforme a propor¢ao de eluigdo utilizada entre o

acido acético e o methanol. Comparando as estruturas quimicas, o acido acético possui carater

mais polar, enquanto o metanol, caracteristica mais apolar. Conforme o gradiente de eluicdo, a

separa¢do cromatografica e a detecgdo eletroquimica dos acidos fenolicos obedeceu uma ordem

determinada.
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De acordo com os resultados obtidos (Tabela 3), o coeficiente de determinagdo R? para todos
os acidos fendlicos foi > 0.99, indicando qualidade da curva analitica, pois quanto mais
proximo de 1.0, menor a dispersao do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza
dos coeficientes de regressao estimados (Ribani et al., 2004; Aragdo et al., 2009). Os valores
obtidos de desvio padrao relativo (RSD) foram de no maximo 5% para todos os acidos fendlicos
(Tabela 3), obedecendo o sugerido para determinacgao da faixa de aplicagao, com um RSD entre
as injecdes inferior a 5% e de até 20% na analise da precis@o (Ribani et al., 2004; Aragdo et al.,
2009). Os valores referentes ao limite de deteccdo (LOD) representam a menor concentragao
dos compostos que podem ser detectados, enquanto os valores do limite de quantificacdo (LOQ)
representam a menor concentracao de cada substancia que pode ser medida (Ribani et al., 2004),
respectivamente os valores obtidos para cada acido fendlico foram <0.0333 para o LOD e
<0.1010 para o LOQ (Tabela 3).

Tabela 3 Parametros de validagdo do método cromatogréfico através de HPLC-ECD para seis

acidos fenolicos.

Phenolic Acids Work Range y=ax+b R? LOD LOQ RSD
(mg L) mgLh (mgL') (%)

Gallic 0.1-1.0 y=1489.6x + 167.18  0.9949  0.0235 0.0712 3.56
Protocatechuic 1.0-10.0 y =425.98x +472.43 0.9995  0.0191 0.0580 0.53
Vanillic 0.1-1.0 y =985.69x + 100.48 0.99 0.0276 0.0838 5.04
Caffeic 0.1-1.0 y=28123x+96.798  0.9967  0.0091 0.0278 2.57
p-Coumaric 0.1-1.0 y=728.13x+53.006 0.9902  0.0140 0.0426 3.28
Ferulic 0.25-1.0 y=59577x+63.728  0.9967  0.0333 0.1010 2.70

Os valores de voltagem e frequéncia utilizados na deteccdo eletroquimica (ECD),
respecivamente de 1.0 V e 10 Hz, proporcionaram ao cromatograma melhor resolugao dos
picos, valores maiores ou menores aos mencionados implicam em perda de altura e area dos
picos (Liang et al., 2009). O ECD possui alta seletividade, pois detecta somente as espécies que
se oxidam ou reduzem, em um potencial inferior ou igual ao fixado, ¢ altamente sensivel para
espécies eletroativas e muito boa para analises de tragos (Liang et al., 2009), permite a detec¢ao

de uma grande variedade de compostos quimicamente ativos e € vantajosa quando comparada
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com outros tipos de detectores que podem ser utilizados em HPLC, pois apresentam uma alta
especificidade, boa relacao sinal/ruido e configuragdo simplificada (Sedenho, 2016; Silva,
2017). O ECD ¢ amplamente utilizado na analise de acidos fenolicos, pois devido a estrutura

quimica deles (Fig. 2), formam ions, respondendo a aplicacdo de um determinado potencial

elétrico (Liang et al., 2009; Sedenho, 2016).

Os_OH Oy _OH Oy _OH
o z "OH E;\OH &O/CH
OH OH OH

Gallic acid Protocatechuic acid Vanillic acid
@]
HO HsCO
D/\)}\OH /@/\)\
HO
Caffeic acid p-Coumaric acid Ferulic acid

Fig. 2 Estruturas moleculares dos seis acidos fendlicos estudados.

3.3 Concentracao de acidos fendlicos em chas de Plectranthus neochilus

Os fendis acidos constituem a principal classe de compostos fenodlicos consumidos em nossa
dieta, estimados em um ter¢o (0.025 ga 1 g/dia) do total da ingestao desses compostos (Araujo,
2011). Os acidos fendlicos sdo compostos fendis que contém grupo funcional carboxila, sendo
subdivididos em duas classes: derivados do acido benzoico e do acido cindmico. Os acidos
hidrocinamicos s@o mais comuns que os hidrobenzoicos, sendo o p-cumarico, cafeico, ferulico
e sindptico os mais frequentes presentes em alimentos e bebidas de origem vegetal, como o

café, erva mate, frutas, entre outros.
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Varios fatores fisicos e ambientais podem alterar a biossintese de acidos fendlicos e metabolitos
secundarios (Gobbo-neto e Lopes, 2007), bem como a regido de cultivo da planta (Santos et al.,
2011).

O estado do Rio Grande do Sul, possui caracteristicas geograficas especificas. Este estado esta
situado na regido sul do Brasil e apresenta as quatro estacdes do ano (outono, inverno,
primavera, verao) bem definidas. O clima predominante ¢ o subtropical imido e a temperatura
varia de acordo com as altitudes, apresentando clima tropical nas areas de baixa elevagdo e
clima temperado nas areas de alta elevacdo. As chuvas sdo bem distribuidas ao longo do ano, o
inverno apresenta as menores temperaturas do pais, com ocorréncia de geadas durante a estacao
mais fria, atingindo geralmente temperaturas negativas e em locais de maior altitude (Serra)
pode haver ocorréncia de neve. O verdo ¢ imido e com altas temperaturas, o que favorece a
incidéncia de chuvas.

De acordo com o acompanhamento anual da P neochilus, os resultados se mostraram
expressivos para a biossintese de acidos fendlicos. O acido protocatecuico (Fig. 3b) e o 4cido
cafeico (Fig. 3d) tiveram maior producdo durante a primavera, neste periodo o acido
protocatecuico foi altamente influenciado pela luminosidade, tendo sua maior produgdo durante
a noite, enquanto o acido cafeico atingiu seu apice durante o tratamento dia/irrigado. A maior
producao de acido vanilico (Fig. 3¢) aconteceu durante o outono, este 4cido sofreu com a
influéncia luminosa e hidrica, sendo que sua maior concentragdo foi registrada no tratamento
dia/irrigado, enquanto no periodo noturno foi no tratamento ndo irrigado, indicando que a
estacdo do ano, maior luminosidade e oferta hidrica afetaram suas producdes (Santos et al.,
2011), o mesmo comportamento foi observado para o acido p-cumadrico (Fig. 3¢) no mesmo
periodo do ano e para o acido ferulico (Fig. 3f) no outono, a maior producdo foi com o
tratamento sem irrigacdo, com maior concentracdo durante a noite. Ha indicios de que a

combinagao entre maior incidéncia de luminosa e estresse hidrico gera como resposta bioldgica
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na planta, um aumento na produg¢ao de flavonoides visualizado em E. uniflora, assim como em
espécies de trigo de salgueiro e primavera (Santo et al., 2017).

Para o acido galico (Fig. 3a), a concentracao foi crescente para os meses mais quentes,
primavera e verdo, ambas com producao sob maior influéncia da restricdo hidrica, atingindo
um valor méximo durante a noite. A primavera e verdo sao épocas quentes onde ocorre a
floragdo da P. neochilus em decorréncia disto, a planta sofre uma provavel maior exposicao a
insetos, o que supostamente induz a produgdo de metabodlitos para auxiliar no ataque de
predadores. Em um trabalho semelhante, a maior concentragao de compostos fendlicos totais
foi observada durante a primavera, esse experimento também foi durante as diferentes estagdes
do ano, analisando-se as folhas de Chelidonium majus L., onde a biossintese de compostos
fenolicos foi efetivamente induzida pela luz solar (Soni et al., 2015). Em outro estudo, as folhas
de M. oleifera de Mardaan (Paquistao) tiveram contetido fendlico total maior em margo,
correspondente a primavera, do que em dezembro, correspondente ao inverno, provavelmente
devido ao clima frio extremo em Mardaan durante dezembro, no entanto em condi¢des
agroclimaticas quase idénticas e temperatura ambiente ndo apresentaram diferencas
significativas no contetdo fenolico total, sendo atribuido a temperatura um forte efeito sobre
os fenois e podendo a radiagdo solar estar associada a formagao de radicais livres e a produgao
de oxigénio singlete, devido a exposicdo a radiacdao ultravioleta (Igbal e Bhanger, 2006).
Durante o periodo do outono, a producdo de &cido protocatecuico ocorreu com maior
concentracao durante o periodo noturno, nao tendo diferenca significativa entre os tratamentos
com e sem irrigacao.

Os acidos p-cumarico e ferulico tiveram sua maior producao durante o periodo do outono,
porém o acido cumarico foi através do tratamento dia/irrigado e noite/ndo irrigado, mostrando
que a maior disponibilidade de luz e oferta hidrica induziram a sua producdo, e para o acido

feralico, o tratamento mais influente na sua biossintese foi através de restricao hidrica, tanto
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durante a noite (maior sintese), quanto durante o dia, indicando que a menor luminosidade e
estresse hidrico induziram sua produgao. A atividade da planta geralmente estd no seu maximo
durante as estagdes quentes, levando a uma perda de contetudo fenolico, porém essa atividade
diminui conforme diminui a temperatura sazonal, resultando em uma retencdo de fenolicos,
também um aumento de acidos graxos insaturados ¢ geralmente associado a climas mais frios
que levam a produgdo de antioxidantes para um sistema de autodefesa contra o estresse
ambiental, sucedendo efeitos da temperatura ambiente na atividade antioxidante (Igbal e
Bhanger, 2006).

As concentragdes dos metabolitos das plantas diferem de uma época para outra e entre
diferentes fases de desenvolvimento (Mediani et al., 2012), as plantas, especialmente as
perenes, devem ser avaliadas para a época ideal de colheita, em relacdo aos seus constituintes
de importancia comercial e/ou farmacéutica (Soni et al., 2015). A intensidade luminosa variou
ao longo das estacdes, uma vez que o experimento foi conduzido sob luz natural. Estas variagdes
luminosas, bem como a estagdo do ano e temperatura podem induzir respostas biologicas,
alterando a biossintese de alguns compostos (Mediani et al., 2012; Pineli et al., 2012; Uleberg
et al., 2012; Soni et al., 2015), nas épocas mais secas ¢ comum altos niveis de fenois,
flavonoides e evaporagdo, durante o clima imido e quente, que coincide com a proliferacao de
insetos € microorganismos patogénicos, indica a necessidade de um nivel mais elevado de
defesa endogena, como taninos hidrolisaveis (Santos et al., 2011).

Fatores fisioldgicos podem ser alterados por estresse hidrico e, consequentemente, levar a
alteragdes no metabolismo secundario, também o estresse térmico e choque térmico,
resfriamento e congelamento, salinidade e deficiéncia de oxigénio podem atuar de tal modo que
biomassa ou produtividade agrondmicas no final da estacao expressam apenas uma fragao do

potencial genético das plantas (Freire, 2004; Gobbo-Neto e Lopes, 2007; Taiz e Zeiger, 2009).
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Fig. 3 Representacdo gréfica da concentracdo de cada acido fenodlico (a. gallic acid; b.

protocatechuic acid; c. vanillic acid; d. caffeic acid; e. p-coumaric acid; f. ferulic acid) de
acordo com os tratamentos (dia/irrigado; dia/ndo irrigado; noite/irrigado; noite/ndo

irrigado) realizados ao final de cada estacéo.
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4 Conclusdes

O método HPLC-ECD para separacao simultanea dos seis acidos fendlicos atendeu aos critérios

de validacdo, sendo possivel aplicar o método em amostras reais, como na analise dos acidos

fendlicos nas folhas de P. neochilus.

A variacao na biossintese de cada um dos seis acidos fenolicos na planta P. neochilus, de acordo

com seu metabolismo, depende da estagdao do ano, temperatura, luminosidade, disponibilidade

hidrica e também da provavel tendéncia a exposi¢ao de insetos em uma determinada época do

ano, sendo que, ainda sdo necessdrias mais pesquisas de investigacdo nesse sentido. Pois,

avaliar e escolher a época em que sera coletada uma planta que envolve metabdlitos empregados

na terap€utica ¢ um dos fatores de maior importancia, ja que estes variam de acordo com as

condi¢des ambientais e quando o cultivo ¢ mal conduzido pode gerar nas plantas de uso

medicinal produtos ativos em quantidades pequenas ou ao contrario, tornar o produto nocivo

por gerar maior quantidade de substincias consideradas toxicas para o organismo humano e

desta forma a utilizagdo terapéutica se tornar inviavel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O método CLAE-ECD para separagcdo simulténea dos seis acidos fendlicos
estudados (gélico, protocatecuico, vanilico, cafeico, p-cumarico e ferulico) atendeu
aos critérios de validacdo, sendo possivel aplicar o método em amostras reais, como
na analise da concentracdo dos acidos fendlicos nas folhas de Plectranthus neochilus
Schiltr. Sob diferentes condigbes ambientais.

A variacdo na biossintese de cada um dos seis acidos fendlicos na planta P.
neochilus, de acordo com seu metabolismo, depende da sazonalidade, temperatura,
luminosidade (ritmo circadiano), disponibilidade hidrica e também da provavel
tendéncia a exposi¢do de insetos em uma determinada época do ano, sendo que,
ainda sdo necessarias mais pesquisas de investigacdo nesse sentido. Pois, avaliar e
escolher a época em que serd coletada uma planta que envolve metabdlitos
empregados na terapéutica € um dos fatores de maior importancia, ja que estes
variam de acordo com as condi¢gdes ambientais e quando o cultivo € mal conduzido
pode gerar nas plantas de uso medicinal produtos ativos em quantidades pequenas
ou ao contrario, tornar o produto nocivo por gerar maior quantidade de substancias
consideradas tOxicas para o organismo humano e desta forma a utilizacaoterpéutica

se tornar inviavel.
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indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please
see https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color
figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please
submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations.

Figure captions
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Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not
on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations
themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Tables

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but
may be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they
should follow the standard reference style of the journal and should include a
substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or 'Personal
communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been
accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,
journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOl is highly encouraged.

A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue
is: VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format
of such citations should be in the same style as all other references in the paper.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript
by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add
[dataset] immediately before the reference so we can properly identify it as a data
reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.
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References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management packages
EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages,
authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article and the list of references and citations to these will be formatted according to
the journal style which is described below.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of publication,
volume number/book chapter and the article number or pagination must be present.
Use of DOl is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied
to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:
1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the vyear of publication;
3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically.
Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999)
Kramer et al. (2010) have recently shown .
List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the
same year must be identified by the letters 'a’, 'b’', 'c’, etc., placed after the year of

publication.

Examples:

Reference to a journal publication:
Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific
article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surroundlng forest compositions. Mendeley Data,
v1. http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to a book:
Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New
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York.

Reference to a chapter in an edited book:
Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article,
in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing
Inc., New York, pp. 281-304.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact
and engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out
about available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to
publish supporting applications, high resolution images, background datasets, sound
clips and more. Supplementary files supplied will be published online alongside the
electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted
material is directly usable, please provide the data in one of our recommended file
formats. Authors should submit the material in electronic format together with the article
and supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed
instructions please visit our artwork instruction pages
at https://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Data at PANGAEA

Electronic archiving of supplementary data enables readers to replicate, verify and
build upon the conclusions published in your paper. We recommend that data should
be deposited in the data library PANGAEA (http://www.pangaea.de). Data are quality
controlled and archived by an editor in standard machine-readable formats and are
available via Open Access. After processing, the author receives an identifier (DOI)
linking to the supplements for checking. As your data sets will be citable you might
want to refer to them in your article. In any case, data supplements and the article will
be automatically linked as in the following example: https://doi.org/10.1016/0016-
7037(95)00105-9. Please use PANGAEA's web interface to submit your data
(http://www.pangaea.de/submit/).

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published
articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that
validate research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also
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encourages you to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods
and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make
a statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you
are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your
manuscript and reference list. Please refer to the "References" section for more
information about data citation. For more information on depositing, sharing and using
research data and other relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of
your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets
will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional
raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and
describes your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated,
formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You are
encouraged to submit your article for Data in Brief as an additional item directly
alongside the revised version of your manuscript. If your research article is accepted,
your data article will automatically be transferred over to Data in Brief where it will be
editorially reviewed and published in the open access data journal, Data in Brief.
Please note an open access fee of 600 USD is payable for publication in Data in Brief.
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Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this template to write
your Data in Brief.

MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple
MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized
research methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing
methods to fit their specific needs or setting, but often without getting credit for this part
of their work. MethodsX, an open access journal, now publishes this information in
order to make it searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are
encouraged to submit their MethodsX article as an additional item directly alongside
the revised version of their manuscript. If your research article is accepted, your
methods article will automatically be transferred over to MethodsX where it will be
editorially reviewed. Please note an open access fee is payable for publication in
MethodsX. Full details can be found on the MethodsX website. Please use this
template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data
is unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate
why during the submission process, for example by stating that the research data is
confidential. The statement will appear with your published article on ScienceDirect.
For more information, visit the Data Statement page.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending
it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of
any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

» Keywords

* All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa
* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources
(including the Web)

*Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the
Web (free of charge) and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of
charge) and in black-and-white in print

« If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also
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supplied for printing purposes .
For any further information please visit our customer support site
at https://service.elsevier.com.

Additional information

Paper Length: The Editors generally encourage brevity for all Research Papers.

Short Communications must not exceed 2,000 words and will be given priority for rapid
publication.

Research papers should preferably not exceed 6,500 words (excluding refs.).
The abstract could range upto 250 words. Review papers should preferably be
10,000 words or less (excluding refs.). Each figure or table should be considered
equal to 300 words. The number of figures and/or tables should not exceed a
total amount of seven. Every page of the manuscript, including the title page,
references, tables, etc. should be numbered. However, in the text no reference should
be made to page numbers; if necessary, one may refer to sections. In case you have
serious reasons for submitting a paper that is longer that the aforementioned word
limits, make sure you include convincing arguments in your cover letter. Please avoid
lengthy submissions if possible.
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