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NAO SEI...
Ndo sei... se a vida € curta...

Ndo sei...
Ndo sei...

se a vida é curta
ou longa demais para nés.

Mas sei que nada do que vivemos
tem sentido,

se ndo tocarmos o coragdo das pessoas.

Muitas vezes basta ser:
colo que acolhe,
brago que envolve,
palavra que conforta,
siléncio que respeita,
alegria que contagia,
lagrima que corre,
olhar que sacig,
amor que promove.

E isso ndo € coisa de outro mundo:
¢ o0 que dd sentido a vida.

Eo que faz com que ela
ndo seja nem curta,
nem longa demais,
mas que seja intensa,
verdadeira e pura...
enquanto durar.

Cora Coralina
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Resumo

APLICAGCAO DAS TECNICAS ESPECTROSCOPICAS E QUIMIOMETRICAS
NO CONTROLE DE QUALIDADE DAS DROGAS VEGETAIS: EMBAUBA,
MALVA E GINSENG BRASILEIRO

Nos ultimos anos a fitoterapia tem ressurgido como uma forma medicamentosa
bem aceita e acessivel, causando o aumento na demanda por medicamentos a
base de plantas, por todo o mundo. Tornando-se um atrativo para a industria
farmacéutica, conseqlientemente os investimentos em controle de qualidade
passaram a ser de fundamental importancia, a fim de garantir seguranca e
eficacia dos produtos. Entre as varias drogas vegetais disponiveis no mercado,
o presente trabalho, avaliou amostras comerciais de embauba, ginseng
brasileiro e malva, empregando as técnicas espectroscopicas de RMN de 'H
em solugdo, RMN HRMAS de 'H e IV aliadas a métodos quimiométricos. Para
as amostras de embauba, observou-se através das analises quimiométricas
dos dados obtidos por RMN de 'H em solucdo e IV, que a maioria das
amostras comerciais se agrupou com a espécie Cecropia glaziovii. Por RMN 'H
em solucdo, experimentos 2D e comparacdo com dados da literatura foi
possivel a identificagdo da sacarose, a-glucose e B-glucose, B-frutofuranose e
B-frutopiranose, valina, alanina, treonina, &cido 4-aminobutandico, glutamina e
do &cido cafeoilquinico. Para as amostras comerciais de ginseng brasileiro
observou-se que pelas trés técnicas empregadas, a maioria das amostras
comerciais se agruparam com a espécie Pfaffia glomerata e por RMN em
solucdo foi possivel a identificacdo valina, alanina treonina, o acido 4-
aminobutandico e os acucares: sacarose, f-glucose e a-glucose. Para as
amostras comercias de malva, observou-se a existéncia de duas amostras
adulteradas e o0 agrupamento da maioria das amostras comerciais com a
espécie Sida cordifolia. Por RMN em solugéo foi possivel identificar a valina,
treonina, alanina, sacarose, o-glucose e B-glucose, o 4-aninobutandico e a
efedrina na espécie Sida cordifofia e na espécie Malva silvestris identificou-se a
valina, treonina, alanina e a malvona A. Contudo cabe ressaltar que as técnicas
de RMN aliada a quimiometria mostraram-se mais eficientes do que a técnica
de IV, apresentando um grande potencial para o controle de qualidade,
possibilitando avaliar perfil quimico de um extrato vegetal como um todo,
evidenciando os compostos com maior contribuicdo para a discriminacao de
espécies bem como a indicagdo de um marcador quimico.
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Abstract
APPLICATION OF SPECTROSCOPIC AND CHEMOMETRIC TECHNIQUES

IN THE QUALITY CONTROL OF HERBAL DRUGS: EMBAUBA, MALVA AND
BRAZILIAN GINSENG.

In the last few years the phytotherapy has emerged as a drug form well
accepted and accessible, causing the increase in demand for drugs based on
plants throughout the world, becoming an attraction for the pharmaceutical
industry. Therefore the investment in quality control have become of extreme
importance to ensure safety and efficacy of products. Among many herbal
drugs available on the market, this study evaluated commercial samples of
embauba, Brazilian ginseng and mallow, using NMR spectroscopic techniques,
'H NMR in solution, HRMAS 'H and IR allied to chemometric methods. For
commercial samples of embauba, observed by chemometric analysis of data
obtained by 'H NMR in solution and IR, most commercial samples were
grouped with the species Cecropia glaziovii. By '"H NMR in solution and 2D
experiments and comparisons with literature data, it was possible the
identification of a-glucose e B-glucose, B-frutofuranose and B-frutopyranose,
valine, alanine, threonina, 4-aminobutanoic acid, glutamine and caffeoylquinic
acid. For commercial samples of Brazilian ginseng, analyzed by the three
techniques, it was observed that most commercial samples were grouped with
the species Pfaffia glomerata and by 'H NMR in solution it was possible to
identify valine, alanine, threonine and 4-aminobutanoic acid and the sugars:
sucrose, fglucose e a-glucose. For commercial samples of mallow two
adulterated samples were detected and grouping of most commercial samples
with specie Sida cordifolia. By NMR in solution it was possible to identify valine,
threonine, alanine, sucrose, o-glucose and B-glucose, 4-aminobutanoic acid
and the ephedrine compound in the aqueous extract of specie Sida cordifofia
and in aqueous extract the of specie Malva silvestris valine, threonine, alanine
and the malvone A compound were identified. It was found that NMR
techniques combined with chemometrics where more efficient than infrared,
demonstrating a great potential for quality control, enabling the evaluation of the
chemical profile of a extract vegetable as a whole and highlighting the
compounds with a greater contribution to the discrimination of species and the
indication of a chemical marker.
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1- Introducao

1.1 — Plantas medicinais

A utilizagdo de plantas medicinais é quase tdo antiga quanto a
propria humanidade, de maneira que nos primérdios da existéncia das
comunidades primitivas, as plantas desempenhavam dois papeis fundamentais:
o de complemento alimentar essencial e o mistico/religioso/curativo, que ainda
hoje pode ser visto preservado em algumas comunidades indigenas (CORREIA
JUNIOR et al, 1991; DI STASI, 1996). O conhecimento relativo as propriedades
toxicas ou curativas das plantas era adquirido através da experimentacao e
observacao, e foi sendo acumulado e transmitido através de varias geragdes e
entre diversas etnias.

Até o século XVII, as plantas eram o principal recurso no
tratamento de doengas das mais diversas origens. Neste momento da histéria,
a area da quimica desenvolveu técnicas que permitiram isolar e determinar a
estrutura dos constituintes ativos de algumas plantas que apresentavam
propriedades medicinais. A partir de entdo estas substancias isoladas,
passaram a ser utilizadas em substituicdo aos extratos vegetais, e por fim,
deste a Segunda Guerra Mundial a producao de farmacos via sintese quimica
foi impulsionada e sustentada pelo crescimento econémico das industrias
farmacéuticas. A auséncia de comprovagdes cientificas e a dificuldade no
controle quimico, fisico-quimico, farmacologico e toxicolégico dos extratos
vegetais, € o que restringe a credibilidade dos fitoterapicos e mantém o
mercado de farmacos sintéticos (TUROLLA et al, 2006).

Atualmente, apesar dos grandes avancos da industria
farmacéutica, a fitoterapia tem ressurgido como uma forma medicamentosa
bem aceita e acessivel, causando a alta na demanda por medicamentos a base
plantas por todo o mundo. Nos ultimos anos estima-se que o0 mercado mundial
de fitoterapicos tem girado uma receita em torno de 30 bilhdes de délares
(MELO et al, 2007) e, aliado a isso, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
estima que 80% das pessoas dependam essencialmente da medicina
tradicional, em especial a populagdo dos paises em desenvolvimento
(ASCHWANDEN, 2000).
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No que diz respeito ao Brasil, que é um pais rico em diversidade
de biomas, os quais incluem a Floresta Amazébnica, o Cerrado, a Mata
Atlantica, o Pantanal e a Caatinga; e possuidor de uma vasta tradigdo no uso
popular de plantas medicinais, apresenta este potencial pouco explorado. Entre
as inumeras plantas utilizadas popularmente, ja ha alguns estudos, alicercado
na importancia terapéutica atribuida pela populacédo, através da comprovacao
da sua eficacia e entre estas se destacam o boldo (Peumus boldus), macela
(Acchyroclines satureioides) quebra-pedra (Phyllantus niurii e Phyllantus
urinaria), jaborandi (Pilocarpus jaborandi), guarana (Paulinia cupana),
camomila (Matricaria chamomilla), entre outras (BORRAS, 2003; SIMOES et al,
2001).

Atenta ao crescimento da demanda desse segmento, a industria
farmacéutica tem investido de maneira consideravel em produtos a base de
espécies vegetais. Estima-se que o faturamento do mercado interno gire em
torno de US$ 160 milhdes por ano, apresentando um crescimento de mais 15%
ao ano, em contra partida aos 4% das vendas dos medicamentos sintéticos.
Em toda cadeia produtiva calcula-se que somente o setor fitoterapico
movimente anualmente cerca de R$ 1 bilhdo de reais. Como exemplo, a tabela
a seguir apresenta o faturamento do segmento de fitoterapicos brasileiro no
periodo de 2003 a 2006, totalizando quase dois bilhdes de reais (FREITAS,
2007).

TABELA 1.1: Evolugdo das vendas em reais do mercado farmacéutico no
periodo de 2003 a 2006.

2003 2004 2005 2006
Mercado
(R$1.000) (R$1.000) (R$1.000) (R$1.000)
Total 14.813973 17.220.802 19.228.537 21.684.868
Fitoterapicos 364.116 422683 489.969 543.261
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Outro aspecto, de relevancia na producao de fitoterapicos, é que
as empresas detentoras de registros de fitoterapicos concentram-se na regido
Sudeste do pais com 62%, seguida pela regidao Sul com 22%, e uma pequena
participagdo das regides norte, nordeste e centro-oeste, que juntas possuem
16% dos registros. Nota-se que a industria de fitoterapicos acompanha um
padrédo de desenvolvimento e distribuicdo bem préximo ao da industria de
medicamentos sintéticos (CARVALHO et al, 2008) (FIGURA 1.1).

B sudeste
I sul

[__] Centro-Oeste
[ Nordeste
1 Norte

22 %

2%

5%

G2% 2%

FIGURA 1.1- Grafico representa a distribuicdo percentual de empresas
detentoras de registro de fitoterapicos por regides (CARVALHO et al, 2008).

Com base nestes dados, pode-se dizer que o Brasil apresenta um
enorme potencial na area dos fitoterapicos e, por isso, a cada dia, tém-se
colocado a disposicdo no mercado um maior numero de produtos a base de
plantas. Porém, devido a caréncia de pesquisas cientificas, a seguranca da sua
utilizacao passa a ser questionada por causa da falta de controle de qualidade,
desde a aquisicdo da matéria prima até o produto acabado, além da escassez
de metodologias adequadas para a avaliacdo destes produtos.
Consequientemente, muito dos produtos fitoterapicos apresentam riscos
diversos, como por exemplo: identificacdo errbnea da planta, presenca de

constituintes toxicos, preparacao inadequada e estocagem do material vegetal,
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adulteragcdo durante o condicionamento, presenga de contaminantes biolégicos
e abidticos, etc. (VICTORIO e LAGE, 2008).

Para tentar minimizar estes problemas a Agéncia Nacional de
Vigildncia Sanitaria (ANVISA) vem elaborando normas com o intuito de
regulamentar estes produtos, sejam eles drogas vegetais (planta medicinal ou
suas partes, apds processos de coleta, estabilizacdo e secagem, podendo ser
integra, rasurada, triturada ou pulverizada) ou fitoterapicos (medicamento
obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais) a fim
de garantir qualidade aos mesmos. As principais resolugées nesse sentido sdo
a RDC n° 17 de 2000, RDC n° 48 de 16 de marco de 2004 e a RDC n° 9 de
marco de 2010 (BRASIL, 2000, 2004 e 2010), as quais s6 permitem
certificacdo de produtos a base de plantas, desde que consigam comprovar a
eficacia terapéutica da planta ou derivado de planta, para o qual se pleiteie o
registro. Além disso, exige-se a comprovacao tanto do grau de toxicidade do
produto, como a validagcado dos processos de producédo de forma a garantir a
qualidade do produto final.

Mesmo diante de tais exigéncias, a prépria legislagdo, por meio
de subterfugios, possibilita o registro de determinadas plantas como
medicamentos fitoterapicos tradicionais, cujo uso estaria baseado apenas na
tradicdo popular, sem apresentar evidéncias conhecidas ou informagdes de
risco a saude do usuario. A sua eficacia é validada apenas por levantamentos
etnofarmacolégicos de sua utilizacdo e de outras documentacoes
tecnocientifica (FREITAS, 2007).

Considerando todas as dificuldades encontradas para padronizar
e definir parametros de qualidade de uma droga vegetal, (CALIXTO, 2000), nos
ultimos anos uma nova metodologia tem sido investigada e aplicada, a qual
consiste em utilizar o fingerprint das espécies em estudo. Com isso se pretende
ndao sé identificar os marcadores quimicos, mas também os diversos
compostos presentes em sua totalidade, a fim de relacionar o sinergismo
existente entre os mesmos. Esta nova metodologia é denominada de metabolic
profile, a qual pertence a nova linha de analise de metabolomics (DAOLIO,
2006).
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1.2 — Drogas vegetais utilizadas

1.2.1- Embauba

A familia Cecropiaceae é representada por seis géneros, sendo o
mais importante género Cecropia, o qual é formado por 75 espécies.
Geralmente sdo encontradas em planicies baixas e em torno de florestas
densas, lagos e areas devastadas. Esta espécie é considerada secundaria,
pois cresce em torno de areas devastadas como uma protecao da floresta.

No Brasil, as espécies comumente encontradas séo C. glaziovii,
C. hololeuca, C. leucocoma, C. liratiloba, C. obtusa, C. pachistachia (sinonimia
C. Adenopus) e C. scabra (TANAE et al, 2007) e sdo conhecidas popularmente
como embauba ou umbauba (FIGURA 1.2). Na medicina popular € comum
utilizar os extratos aquosos das espécies C. glaziovii e C. pachistachia no
tratamento da tosse, asma, bronquite, também como cardioténico e diurético
(LORENZI et al, 2002) .

FIGURA 1.2- Foto da esécie getal embaduba.

Alguns trabalhos vém sendo realizados a fim de verificar, através
de ensaios farmacolégicos, a existéncia das atividades biologicas indicadas
pela medicina tradicional. Desta forma para C. glaziovii foi comprovado as
atividades anti-hipertensiva (NINAHUAMAN et al, 2007), broncodilatadora
(DELARCINA et al, 2007), antidepressiva (ROCHA et al, 2007) e controle da
secrecao antiacida (SOUCCAR et al, 2008). Os extratos de C. pachistachia
também apresentaram ensaios farmacol6gicos positivos para a atividade anti-
hipertensiva (CONSOLINI et al, 2005), além da atividade antioxidante
(VELASQUEZ et al, 2003).
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Em um estudo realizado por Tanae e colaboradores, utilizando
CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), foram quantificados e
purificados os constituintes majoritarios presentes na espécie C. glaziovii, e a
elucidacédo foi feita via experimentos de RMN (Ressonancia Magnética
Nuclear). Segundo este estudo a fragdo alcoodlica era constituida de 1% de
acucares, 1,5% de 4&cido clorogénico, 12,6% de catequinas, 22% de
procianidinas e 23% de flavonéides. O extrato aquoso era constituido de 9% de
uma mistura de agucares, 2,4% de acido clorogénico e os demais compostos
em uma quantidade cinco vezes mais diluida que o apresentado na fracao
alcoolica (TANAE et al, 2007).

Em outros trabalhos ha relatos de isolamento de algumas
substancias da C. pachistachia, como sitosterol, oa-amirina e o-hidroxi-o-
amirina e os &cidos ursolico, pomdlico e oleandlico (JUAN HIKAWCZUK et al,
1998, LACAILLE-DUBOI et al, 2001 e NEIDLEIN et al, 1980). Na figura 1.3 e
1.4 encontram-se as estruturas dos principais compostos ja isolados das
espécies C. pachistachia e C. glaziovii.

a-hidroxi-a-amirina o-amirina

FIGURA 1.3 - Principais compostos isolados das espécies de C. Pachistachia.
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Todavia até o momento ndo hd nenhum estudo que associe a
atividade biologica a um principio ativo ou a um complexo fitoterapico, ou
mesmo caracterizar se a atividade € resultado da sinergia entre os compostos.
Desta forma, estudos baseados em seu fingerprint talvez sejam a melhor

alternativa para o controle de qualidade dessa droga vegetal.

1.2.2- Ginseng brasileiro

O género Pfaffia, da familia Amaranthaceae, € constituido por
cerca de 90 espécies que estao distribuidas pela América Central e América do
Sul. No Brasil, foram descritas cerca 27 espécies que sdo encontradas nos
estados da Amazébnia, Mato Grosso, Goias, Sdo Paulo e Parana (VIDAL e
VIDAL, 1967).

As raizes da "fafia" sao utilizadas ha séculos pelos indios
brasileiros na cura e prevencdo de vdarias doengas e estudos recentes tém
confirmado a sua eficiéncia. Na medicina popular sdo utilizadas como ténicos
afrodisiacos, antidiabético, antitumorais, para o tratamento de disturbios
gastricos e reumatismo (OLIVEIRA et al, 1980).

As espécies P. glomerata, P. paniculata (Sin.: Hebanthe
paniculata) (VILELA, 2009) e P. iresinoides s&o popularmente conhecidas
como “ginseng brasileiro” devido a semelhanca morfolégica de suas raizes com
as raizes do ginseng coreano (Panax ginseng - Araliaceae) (FIGURA 1.5)
(ZIMMER, et al, 2005).

b
FIGURA 1.5 - Fotos das espécies vegetais a: Panax Ginseng (Ginseng

coreano) e b: Pfaffia glomerata (Ginseng brasileiro).
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Devido a esta semelhanga, a P. glomerata tem sido a espécie
mais empregada e comercializada como um substituto para o Panax ssp. € nos
ultimos anos estima-se que o consumo de fafia tenha aumentado certa de 17%
ao ano (Corréa Junior, 2004). Entretanto, a substituicao da P. glomerata pela P.
paniculata também é comum devido a identificagdo botanica errénea, causada
pela semelhangca morfoldgica de suas raizes. Na figura 1.6 est&o ilustradas as
duas espécies.

Nos registros da ANVISA encontra-se apenas o registro da
espécie P. glomerata, e como esta espécie € comercializada na forma de
raizes pulverizada a fiscalizacdo é dificil, e assim facilita as provaveis

adulteracgdes.

a

FIGURA 1.6 - Espécie a) P. glomerata e b) P. paniculata.

Alguns trabalhos vém sendo realizados com o intuito de facilitar a
diferenciacdo das espécies, bem como encontrar as diferencas interespecificas
na composicao quimica, de maneira que, possam definir perfis farmacologicos
e toxicologicos, de ambas as espécies. Até o momento j4 foram isoladas e
identificadas varias substancias, mas a correlagcdo entre a atividade e os
compostos presentes nestas espécies ainda ndo foi comprovada, sendo
apenas sugerida.

Para a espécie P. paniculata ja foram isolados o &cido pféfico, os
pfafosideos A, B, C, D, E e F, uma mistura de esterdides (sitosterol,
estigmasterol e seus glicosideos) e alantoina (FIGURA 1.7). A avaliacdo
farmacologica desta espécie demonstrou atividade anti-inflamatoria,

analgésica, estimulante sexual e antitumoral.

10
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Para a espécie P. glomerata foram isolados o acido glomérico,
acido pfémerico, rubrosterona e ecdisterona (FIGURA 1.8). Os estudos
farmacologicos apresentaram atividades: hipoglicemiante, depressivo do
sistema nervoso central, anti-inflamatéria e analgésica. Na area cosmética a
ecdisterona ou B-ecdisona sdo amplamente empregadas por apresentarem

funcdo hidratante.

CO,H CO,C4H, CO,CH,
0 0
S\oH 1 Oﬁ OH >H o<r OH >|H
CO,H CO,OH
o) Q o ] o 0 o
ongH H OP&/\OH : H ogo"' : H o H ong" H
OH OH OH OH OH
Glil Gli2 Gli3 Gli4 Gli5
1-R1=H R2=H 5-R1=GIli2 R2=Gl5
2-R1=GIlil R2=H 6 —-R1=Gli3 R2=Gli5
3-R1=Glil R2=Gly5 7-R1=Gli4 R2=H

4 -R1=Gli4 R2=Gly5

FIGURA 1.7 - Saponinas isoladas da espécie P. paniculata: acido pfafico (1),
pfafosideos A (2), B (3), C (4), D(5), E (6) e F (7).
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FIGURA 1.8 - Principais compostos isolados da espécie P. glomerata.

1.2.3 — Malva

A familia Malvaceae possui cerca de 119 géneros (BRUMMITT,
1992) e aproximadamente 1500 espécies que estdo amplamente distribuidas
em todo o mundo, ocorrendo predominantemente nas regides tropicais
(CRONQUIST, 1981) . No Brasil estima-se a ocorréncia de 31 géneros e 200
espécies incluindo ervas, arbustos e algumas arvores (BARROSO et al, 1977).
Os principais géneros com espécies medicinais sdao Gossypium, Hibiscus, Sida,
Urena, Abutilon, Pavonia e Malva.

Entre as espécies que compde estes géneros, chama a atengao
as espécies Malva silvestris e Sida cordifolia (FIGURA 1.9), ambas conhecidas

popularmente como malva, e amplamente usadas na fitoterapia.
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FIGURA 1.9 - Espécie a) Malva silvestris e b) Sida cordifolia.

A espécie Malva silvestris é originaria da Europa, pode atingir até
cerca de 1 metro de altura, com regime perene, e floresce uma vez ao ano
(LORENZI et al, 2002).

Em geral, na espécie Malva silvestris, sdo isolados e identificados,
pentoses, hexoses, acidos galacturénicos, acidos fendlicos (clorogénico,
caféico, p-cumérico), antocianinas (malvina, malvidina), flavonéides, taninos,
vitamina A, B1, B2, C, oxalato de calcio, resinas, aminoéacidos (lisina e leucina)
(FIGURA 1.10), conferindo propriedades farmacolégicas que atuam protegendo
os tecidos inflamados e irritados, favorecendo a recuperacéo e cicatrizagao de
lesbes nas mucosas, € também funciona como lenitivo nas afeccbes dos
brénquios, auxiliando na eliminacdo de tosse e catarro. Os taninos, por serem
adstringentes, reduzem secre¢des e erupgdes e, em doses elevadas,
funcionam como purgativo suave (FARINA et al, 1995; GANAI et al, 1997;
BILLETER, et al, 1991).
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FIGURA 1.10 - Principais compostos isolados da espécie Malva silvestris.

A espécie S. cordifolia é encontrada em todo o pais,
principalmente na regido nordeste, e usada na medicina popular para o
tratamento de dor no estbmago, asma e congestdo nasal, como antipirético,
doengas infecciosas e também como um afrodisiaco (BALDACH, A, 1978). No
ocidente ela é considerada por ter atividades diaforética, diurética e estimulante
do sistema nervoso central.

Esta planta contém principalmente alcaldides, acidos graxos,
esterdides, resinas acidas e nitrato de potassio (DIWAN e KANTH, 1999). Do
extrato desta planta ja foram isolados o alcaléide efedrina, em quantidades que
varia de 0,8 a 1,2%, e outros compostos biologicamente ativos como:
nimboesterol, vasicina, vascinol, hipaforina (FIGURA 1.11) (SANKAR et al,
2001; GHOSAL et al, 1975, SILVEIRA et al, 2003, SUTRADHAR et al, 2008).
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FIGURA 1.11 - Principais compostos isolados da espécie de Sida Cordifolia.

1.3 — Técnicas espectroscopicas

Atualmente o conceito fingerprint de plantas medicinais, tem se
tornando essencial, principalmente pelo fato de que algumas plantas
medicinais tém sua atividade biologia atribuida ao sinergismo existente entre os
varios compostos presentes na sua composi¢cao, e nao a um numero restrito de
compostos bioativos.

Na busca de perfis quimicos, varias técnicas analiticas vém sendo
utilizadas, uma vez que a identificagdo e quantificacdo de todos os metabdlitos
presentes € um problema complexo, devido a grande quantidade de
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metabdlitos e as suas diferentes caracteristicas como volatilidade, polaridade,
solubilidade e comportamento cromatografico.

Neste contexto, as técnicas comumente empregadas sédo as
técnicas cromatogréficas: cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta
eficiéncia, espectrométrica como a espectrometria de massa e
espectroscopicas como: ultravioleta, infravermelho e ressonancia magnética

nuclear.

1.3.1 — Ressonancia Magnética Nuclear

Para obter o metabolic fingerprinting completo (andlise global,
realizada de maneira rdpida, de um conjunto de amostras que permita uma
classificagéo) é necessario 0 uso de técnicas que sejam rapidas, reprodutiveis
e estaveis no decorrer do tempo, e que envolva uma preparagao simples de
amostra (DAOLIO, 2006)

Atendendo a essas especificacbes, a RMN apresenta-se como
uma ferramenta ideal, pois se trata de uma técnica ndo destrutiva, que nao
necessita de métodos elaborados de preparacdo de amostra. Permite obter
informacdes a respeito da maioria dos compostos presentes em um extrato,
considerando a sua sensibilidade, em um Unico espectro, utilizando um minimo
de amostra e requerendo um tempo relativamente curto.

Recentemente, com o avango tecnol6gico, a RMN vem agregando
vantagens em relagdo as demais técnicas. Entre elas destaca-se o advento da
técnica HR-MAS (High Resolution — Magic Angle Spinning) que possibilita a
analise de amostras heterogéneas sem o seu pré-tratamento, ou seja, sem a
necessidade de extracao e purificagdo, com a obtencao de espectros de RMN
de 'H com resolugdo semelhante a encontrada para liquidos, propiciando a
andlise de misturas complexas em um tempo menor e com 0 uso minimo de
reagentes, evitando alteracées na composicao.

A RMN tem-se mostrado uma ferramenta util em diversos
estudos, tais como a detecgédo de adulteragdo de produtos alimenticios, como:
sucos de frutas (BELTON et at, 1998; VOGELS et al,1996), vinhos (BRESCIA
et al, 2002), queijo (SHINTU e CALDARELLI, 2005), café (TAVARES et al,
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2005), entre outros e definicdo de perfis quimicos de sistemas biol6gicos em
geral possibilitando a identificagdo metabdlitos primarios e secundarios
(KRISHNAN et al, 2005; KIM et al, 2005).

1.3.1.1- HR-MAS (High Resolution — Magic Angle Spinning)

A RMN de Alta Resolucdo com Rotagdo em torno do Anglo
Mégico € uma técnica empregada no estudo de amostras heterogéneas. Este
técnica apresenta resolucao espectral limitada (largura de linha a meia altura),
devido a fatores inerentes de amostras sélidas ou heterogéneas, como o
movimento molecular restrito, que provoca interagdes dipolares acentuadas e
deslocamento quimico anisotrépico, e a heterogeneidade da amostra, que
provoca diferencas de susceptibilidade magnética.

As interagcbes dipolares ou acoplamentos dipolares, ocorrem
devido a interacdo magnética dos spins nucleares através do espaco,
dependendo da posicdo que cada nucleo ocupa no espaco. Assim, o spin de
um dado ndcleo gera um campo magnético que pode-se somar ou subtrair a
forca do campo magnético local (Bi) ao qual um nucleo vizinho esta sujeito,
fazendo com que um Unico nucleo apresente uma extensa faixa de
freqiéncias. No caso de amostras liquidas este efeito € anulado ou
minimizado, devido ao movimento molecular rapido e isotropico das moléculas,
deste modo este efeito ndo € observado em RMN de liquido.

Pelo fato também do movimento molecular restrito, os ndcleos
correspondentes apresentam deslocamentos quimicos distintos, causado pelas
diversas orientagdes que a molécula pode assumir em relacdo ao campo
magnético principal (Bp). Ressaltando que o campo magnético experimentado
por um nucleo e seu deslocamento quimico, depende da orientagdo da ligacao
em relagdo ao campo magnético principal, ou seja, € anisotropico.

Ja a susceptibilidade magnética é causada pela heterogeneidade
fisica da amostra, ou seja, diferencas de susceptibilidade magnética criada por

interfaces da amostra, entre as particulas sélidas, o solvente e o ar, causando
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perdas na homogeneidade magnética local, o que resulta no alargamento dos
sinais.

O principio da técnica RMN de HR-MAS é minimizar
consideravelmente todos os efeitos citados anteriormente, de maneira a se ter
um espectro com qualidade semelhante ao de RMN de liquido.

O efeito causado pelo acoplamento dipolar é consideravelmente
reduzido quando se inclina a amostra exatamente a 54,74° em relagdo ao
campo magnético principal (By), pois 0os campos magnéticos locais estao
relacionados ao momento magnético dos spins segundo a equagao Bj,c = %
Hshis® (3cos?@ - 1). O By corresponde ao campo magnético local
experimentado por um nucleo | gerado por um ndcleo S, us ao momento
magnético do nucleo do nucleo S, rs a distancia intermolecular, 6 ao angulo
entre o vetor intermolecular e o campo B, e 0 sinal + a orientagdo dos spins em
relacdo ao campo. Quando o angulo for igual a 54,74° o termo 3cos?0 - 1
torna-se zero, anulando o0 momento magnético nuclear. Por este motivo este
angulo € chamado de “angulo magico” (FIGURA 1.12).

Os efeitos do deslocamento quimico anisotrépico sdo superados
adicionando ao angulo magico uma alta freqiéncia de rotagdo que seja ao
menos comparavel ao deslocamento por anisotropia e os efeitos causados
pelas diferencas de susceptibilidade magnética sdo minimizados,
primeiramente por uma fina moagem da amostra e utilizando rotores especiais
que confere a amostra, na cavidade do rotor, uma forma esférica, além da

adicao de D,O que também diminui a susceptibilidade magnética.

B, A

54,7° @,”

- >

FIGURA 1.12 — Esquema ilustrativo do giro do rotor no dngulo magico (sonda
HR-MAS).
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Outro inconveniente que ha na analise de material heterogéneo,
principalmente na analise de material vegetal, € a presengca matérias
poliméricos como: membranas, paredes celular, ligninas, celulose, etc que
possuem tempo de relagdo transversal (T2) curto, resultando também no
alargamento dos sinais e dificultando a observacado dos sinais de moléculas
com massa molar pequena.

Quando se trabalha com moléculas de massas molar baixa (<
800Da), em solventes pouco viscosos e com grande mobilidade molecular as
velocidades de relaxacao spin-rede (relaxagéo longitudinal — T4) e spin-spin
(relaxagao transversal — T,) sdo muito préximos, mas a restricdo do movimento
molecular, faz com que o tempo de relaxagéo spin - spin seja curto devido ao
aumento na eficiéncia da relaxagdo entre os spins.

A sequéncia CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-Gill), originalmente
desenvolvida para determinar os tempos de relaxagdo transversal (T2), tem
sido utilizada com algumas modificagdes, para eliminar os sinais oriundos de
moléculas de T, curto, facilitando a visualizacdo dos sinais de baixa massa
molar. A seqiéncia CPMG, conhecida como filtro de T,, consiste na aplicacao
de um pulso de 90°x seguido por sucessivos pulsos de 180° e seguido por um
intervalo de tempo 7, propiciando que a refocagem dos ecos seja mantida em

+y (FIGURA 1.13).

90°, 180°,

FIGURA 1.13 — llustracdo da sequéncia de pulsos CPMG empregada nas
analises de RMN HR-MAS "H.
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1.3.1.2- Sequiéncia CMPG com supressao do sinal da agua

Neste trabalho utilizou a sequéncia de pulso CPMG editada, ou
seja, uma sequéncia de CPMG modificada e com pré-saturacédo (FIGURA
1.14), de maneira que o sinal a ser suprimido é irradiado com uma fonte de
radiagdo por ondas continuas, propiciando um melhor ajuste do ganho do
receptor do equipamento. Assim, se consegue, em uma Unica aquisicao
minimizar os sinais das moléculas que possuem T, curto, e pré- saturar o sinal

da &gua presente na amostra.

90°, 180°,

d1 - -

o

FIGURA 1.14 — llustracdo da seqiiéncia de pulsos CPMG com pré-saturagéao
empregada na anélise de RMN HR-MAS de 'H.

1.3.1.3- Sequéncia noesyprid

Para o estudo de misturas complexas diversas técnicas de RMN
em solugdo aquosa, ja foram aplicadas com o intuito de se obter uma melhor
resolucdo e sensibilidade aos espectros. Entre as técnicas empregadas a
supressdao do sinal referente aos hidrogénios da molécula de &agua, é
necessario, para uma melhor deteccdo dos sinais dos compostos minoritarios
ou menos intenso, uma seqiéncia que tem sido empregada com eficiéncia,
com esse intuito, e a sequiéncia que consiste na saturagao do sinal da agua por
irradiagao de ondas continuas, durante o tempo de relaxagdo e no mixing time
(sequéncia Bruker - noesyprid) (FIGURA 1.15).
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90°%  90°% 90°,

di mixing time

FIGURA 1.15 - llustracdo da seqiiéncia de pulsos noesyprid, empregada para
a supressao do sinal referente ao hidrogénio da agua.

1.3.2 — Infravermelho

Outra ferramenta muito empregada na obtencdo de metabolic
fingerprinting é a espectroscopia na regidao do infravermelho (IV), entre 4000 e
400 cm™, que apresenta como principais vantagens o baixo custo e a facil
obtencao das medidas, além de nao requerer pré-tratamento das amostras.

Esta técnica consiste, na absor¢do da radiagédo infravermelha na
faixa de 10.000 a 100 cm™', que converte-se em energia de vibragdo molecular.
O espectro vibracional aparece como uma série de bandas ao invés de linhas,
pois a cada mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma série
de mudancas de niveis de energia rotacional. As linhas sobrepdem dando lugar
as bandas de vibragdo-rotacdo (nimero de ondas, cm™) observadas. Essa
energia vibracional pode ser classificada como: deformagéo axial (simétrica ou
assimétrica) e deformacao angular (no plano — simétrica ou assimétrica e fora
do plano — simétrica ou assimétrica). As deformagdes axiais, e para 0 mesmo
grupo funcional, requerem mais energia que as deformacdes angulares, assim
como as deformagdes simétricas — axiais ou angulares, requerem menos
energia que as assimétricas.

Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da
molécula como um todo, certos grupos de atomos dao origem a bandas que
ocorrem mais ou menos na mesma freqiéncia, independente da estrutura da
molécula, o que permite a obtencdo de informagdes estruturais Uteis
(SILVERSTEIN et al, 1998).
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Neste contexto a utilizagdo da técnica de IV, na forma de pastilhas
de KBr, para o controle de qualidade de fitoterapicos € uma técnica importante
até para efeito comparativo com outras técnicas empregadas para 0 mesmo
fim.

1.4 — Quimiometria

Um dos métodos comumente utilizados pela industria para o
controle de qualidade de materiais vegetais é a verificagdo da presenca de
marcadores quimicos conhecidos da planta. No entanto a presenca de
marcadores quimicos especificos nem sempre € garantia de identificagdo do
material vegetal, especialmente se o produto foi enriquecido com estes. Além
disso, dependendo da técnica utilizada, ndo se observa a presenca de outras
impurezas, como por exemplo, outros vegetais contaminantes presentes no
fitoterapico.

Diante deste fato, a melhor maneira de analisar materiais vegetais
é utilizando o fingerprint quimico. Uma das técnicas que tem sido bastante
empregada, com este intuito € a RMN, pois apresenta a vantagem de mostrar
em um unico espectro todas as possiveis classes de substancias presentes e
em quantidades detectaveis. Entretanto, em geral, os espectros obtidos de
material vegetal apresentam uma grande quantidade de informacgdes, muitas
vezes com sinais sobrepostos e com alto grau de semelhanca entre amostras
distintas, o que dificulta a interpretacao dos dados pela simples analise visual.

Com o intuito de auxiliar a andlise deste tipo de dados, a
quimiometria apresenta-se como uma ferramenta muito Gtil, pois reduz a
complexidade e evidencia as informagdes relevantes, tornando possivel avaliar
as similaridades e as diferencas na composi¢cao quimica das amostras.

A definicdo de quimiometria, mais comumente conhecida, diz que
quimiometria € uma disciplina quimica que utiliza métodos matematico-
estatisticos para planejar e selecionar condicbes O6timas de medidas e
experimentos, e extrair 0 maximo de informagbes de dados quimicos
(BEEBE,1998).
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A RMN aliada a quimiometria esta sendo utilizada com sucesso
na andlise de matérias vegetais, e varios trabalhos ja foram publicados,
envolvendo a analise metabolic profiling obtidos atravées da RMN e
quimiometria como no trabalho de Fédrérich, no qual se mostra a discriminagéao
de trés diferentes espécies de Strychnos de diversas origens, através da
andlise multivariada, e espectros de RMN de 'H de extratos brutos
(FREDERICH et al, 2004). O trabalho de Kim indica que a quimiometria aliada
a RMN seja um método eficiente para a andlise quimiotaxonémica de espécies
de Ephedra, incluindo controle de qualidade de materiais vegetais (KIM, et al,
2005).

Para analisar um conjunto de dados espectroscépicos obtidos, é
necessario construir uma matriz de dados, onde as linhas se referem ao
namero de espectros obtidos para as amostras e as colunas aos pontos, de
cada espectro, utilizados para o processamento dos mesmos, de forma que,
eles correspondam aos deslocamentos quimicos, no caso de dados de RMN, e
as absorbancias em cada comprimento, no caso dos dados de IV, como pode
ser observado no esquema a seguir (FIGURA 1.16).

Amostras )
i |
m -
‘jlk‘ | g! Matriz
|| HH‘ | .‘fEI de
e S e S S s §l dados
- - v
Analise exploratoria
A
e B
B o, A— ——
.A.A B
PC1 B
PCA HCA

FIGURA 1.16 - Esquema ilustrativo do tratamento quimiométrico aplicado aos
dados de RMN de 'H.
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1.4.1- Analises exploratorias.

A andlise exploratéria dos dados destina-se a agrupar as
amostras que possuam caracteristicas comuns em um mesmo grupo, €
distingui-las daquelas com caracteristicas diferentes, auxiliando na
identificacao de amostras ndo usuais ou outliers.

As analises exploratorias podem ser realizadas através da analise
por componentes principais (Principal Components Analysis — PCA), e/ou a
analise hierarquica de agrupamentos (Hierarchical Clusters Analysis — HCA)
(BEEBE et al, 1998). Ambas as técnicas sao baseadas na suposicao de que
quanto mais semelhantes forem as amostras entre si, mais proximas estas
estardo em um espaco multidimencional.

A andlise de componentes principais € um método de andlise
multivariada utilizado para projetar dados n-dimensionais em um espago com
poucas dimensdes, normalmente duas ou trés. Em uma analise de
componentes principais, é possivel verificar o agrupamento das amostras que
sdo semelhantes entre si e a discriminacdo em classes daquelas diferentes.
Através de graficos de escores e loadings é possivel verificar tanto a
composicdo das amostras como a relacdo entre as variaveis. Como as PCs
sdo ortogonais entre si, € possivel examinar as relacées entre amostras e
variaveis, através dos graficos dos escores e dos loadings. Desta forma, é
possivel estimar a influéncia de cada variavel em cada amostra e verificar quais
as informacgdes de maior ou menor importancia (BEEBE et al, 1998).

O método de HCA consiste em um processo hierarquico, o qual,
tem como objetivo exibir os dados em um espaco bidimensional, na forma de
dendrogramas, de maneira que enfatize o agrupamento natural das amostras,
revelando similaridade ou discrepancia entre as amostras.

Para a construcdo deste dendrograma é feito o célculo da
distancia entre os pares de amostras e sua posterior comparagéo. A distancia
entre os pontos (amostras ou variaveis) reflete a similaridade ou o indice de
similaridade de suas propriedades e, portanto, quanto mais proximos estiverem

0s pontos no espago amostral mais similar eles sao.
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O indice de similaridade varia de 1,0 a 0,0. De maneira que 1,0

corresponde as amostras idénticas e 0,0 as amostras sem similaridade.
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2 - Objetivos

Os objetivos do presente trabalho séo:

Utilizagao das técnicas espectroscépicas de RMN de 'H de liquido, RMN
HR-MAS de 'H e IV para obtencéo de “fingerprints” das drogas vegetais:

“embauba”, “ginseng-brasileiro” e “malva”.

Analisar os fingerprints obtidos das respectivas drogas utilizando
métodos quimiométricos (PCA e HCA) para a investigacdo de

adulteracao e/ou autenticidade de produtos comerciais.

Fazer uma avaliacdo comparativa do potencial das trés técnicas

espectroscopicas empregadas.
Caracterizagdo dos metabdlitos primarios e secundéarios, em maior

quantidade, presentes nos extratos nao fracionados, utilizando as
técnicas de RMN 1D ('H e *C) e 2D (gCOSY, gHSQC e gHMBC).
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Drogas vegetais

Todas as drogas vegetais utilizadas como padrbées, neste
trabalho, foram cultivadas, coletadas, identificadas botanicamente e fornecidas
pela Dra. Glyn Mara Figueira do CPQBA/UNICAMP, que é uma das parceiras
do laboratério, e vem contribuindo de maneira singular em varios trabalhos
nesta linha de fitoterapicos e drogas vegetais.

Os espécimes de Cecropia glaziovii, Cecropia pachistachia
(Familia Cecropiaceae) foram coletadas em dois periodos durante o ano, uma
coleta foi feita no més de janeiro de 2006 e outra no més de agosto de 2006. Ja
0os espécimes Pfaffia paniculata, Pfaffia glomerata (Familia Amanrantaceae),
Malva silvestris e Sida cordifolia (Familia Malvaceae) foram coletadas no
periodo de maturagdo da planta (apdés 1 ano, no fim do inverno, para
espécimes de pfafia e na floracdo para as espécimes de M. silvestris e S.
cordifolia) . As amostras comerciais foram adquiridas em diversas farmacias,
feiras e mercados de diferentes regides do Brasil.

As amostras de embauba e malva vieram sob a forma de folhas
previamente secas em uma estufa de ventilacdo forcada a 40°C por um
periodo de 48 horas. Para as analises de RMN de HRMAS e IV esse material
foi moido em um moinho de facas da Tecnal, modelo TE- 631, a 10000 rpm
durante 2 minutos, em seguida, passadas em uma peneira granulométrica
Granutest com abertura de 0.350 mm. O mesmo procedimento de moagem
também foi empregado para as amostras comerciais e que também foram
adquiridas em forma de folhas.

As amostras de ginseng brasileiro vieram sob a forma de raizes
intactas, previamente lavadas e secas em uma estufa de ventilacdo forgcada a
40°C por um periodo de 48 horas. Este material foi fatiado e aplicado 0 mesmo
procedimento de moagem utilizado anteriormente. As amostras comerciais
quando adquiridas sob a forma de capsulas foram apenas desencapsuladas,
todas as amostras foram passadas pela mesma peneira citada anteriormente a
fim de manter a mesma granulometria.
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A seguir, encontram-se as tabelas com as amostras padréo e
comerciais e seus respectivos cddigos e locais de aquisigéo.
Tabela 3.1.1 - Amostras padrdao e comerciais de embauba, com local de
aquisicao e codigo.

Amostra Local de aquisicao Caddigo
Cecropia Pachystachya - janeiro Campinas - SP ECP1
Cecropia Glazioui - janeiro Campinas - SP ECG1
Cecropia Pachystachya - agosto Campinas - SP ECP2
Cecropia Glazioui - agosto Campinas - SP ECG2
Comercial 1 Sao Carlos - SP E1
Comercial 2 Sao Carlos - SP E2
Comercial 3 Rio Verde - GO E3
Comercial 4 Rio Verde - GO E4
Comercial 5 Rio Verde-GO E5
Comercial 6 Cuiaba - MT E6

Tabela 3.1.2 - Amostras padrdao e comerciais de ginseng brasileiro, com local
de aquisicao e codigo.

Amostra Local de aquisicao Caodigo
Pfaffia paniculata Campinas - SP GPP
Pfaffia glomerata Campinas - SP GPG

Comercial 1 Sao Carlos - SP G1

Comercial 2 Sao Carlos - SP G2
Comercial 3 Sao Carlos - SP G3
Comercial 4 Sao Carlos - SP G4
Comercial 5 Rio Verde - GO G5
Comercial 6 Rio Verde - GO G6
Comercial 7 Rio Verde - GO G7
Comercial 8 Rio Verde - GO G8
Comercial 9 Dourado - MS G9
Comercial 10 Goiania - GO G10
Comercial 11 Cuiabéa - MT G11
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Tabela 3.1.3: Amostras padrdo e comerciais de malva, com local de aquisicao

e codigo.

Amostra Local de aquisicao Cadigo
Malva Silvestris Campinas - SP MMS
Sida Cordifolia Campinas - SP Sida

Comercial 1 Sé&o Carlos - SP M1
Comercial 2 Sao Carlos - SP M2
Comercial 3 Sao Carlos - SP M3
Comercial 4 Sao Carlos - SP M4
Comercial 5 Rio Verde - GO M5
Comercial 6 Rio Verde - GO M6
Comercial 7 Goiania - GO M7
Comercial 8 Uberlandia - MG M8
Comercial 9 Dourado - MS M9

3.2 - Preparo das amostras para RMN

3.2.1 - Amostras para analise de RMN de 'H dos extratos
aquosos.

Para a obtencado dos espectros de RMN de 'H de liquidos foi feito
um extrato aquoso (cha), tanto para os padrdes como para as amostras
comerciais. Para embauba e malva, os chas foram obtidos através da infus@o
de 1 g de folhas secas, para o ginseng brasileiro, foi através da infusao de 300
mg do p6, em 50 mL de agua fervente por um periodo de 10 minutos. Apds
esse periodo, os infusos foram filtrados, esperou-se que 0os mesmos atingissem
a temperatura ambiente (25 °C), e uma aliquota de 600 uL foi transferida para o
tubo de ressonancia. Adicionando a este 3 gotas de uma solugdo TMSP-d4 (3-
trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propionato de sédio) em D,O para a calibracdo dos

espectros e o0 ajuste da homogeneidade do campo magnético local,
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respectivamente. O modo de preparo dos “chas” foi de acordo com as
indicagdes de uso.

3.2.2 - Amostras para medidas RMN de *C e experimentos

bidimensionais.

Para obter os espectros RMN de ™C e experimentos
bidimensionais utilizou os extratos aquosos descritos no item 3.2.1, porém
estes extratos foram liofilizados em um liofilizador E-C Modulyo. Depois de
secos foram redissolvidos em 600 uL de agua deuterada, em seguida foi
transferida para o tubo de ressonancia e adicionando a este 3 gotas da mesma
solugdo de TMSP-d4s em DO, utilizada no preparo das amostras para analise
de RMN de 'H.

3.2.3 - Amostras para analise de RMN HRMAS de 'H

Para a aquisicdo dos espectros de RMN HRMAS de 'H, foram
utilizadas as amostras previamente moidas sem nenhum outro pré-tratamento.
Para cada analise as amostras foram inseridas em um rotor de zirconio de 4
mm de diametro externo, com a adicao de 3 gotas de uma solucao de TMSP-d,
(3-trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propianato de sodio) em D,O, para a calibragdo dos
espectros e ajuste da homogeneidade do campo magnético local.

A figura 3.1 mostra o esquema utilizado para o empacotamento
das amostras, 1 - rotor, 2- rotor com a amostra, 3- espacador 4, insercao do
espagador para que a amostra adquira volume esférico, 5 — insercdo do
parafuso de vedacéo e 6 — inser¢cao da tampa.

UUW

FIGURA 3.1 — Esquema ilustrativo do empacotamento das amostras para a

aquisicao dos espectros de RMN 'H por HRMAS.
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3.3 - Preparo das amostras para IV

Para a aquisicdo dos espectros na regido do infravermelho,
prepararam-se pastilhas, pesando-se 2mg do material vegetal previamente
moido e 98 mg de KBr (Brometo de potassio) seco e pulverizado, da VETEC
Quimica fina para espectroscopia. A amostra foi misturada ao KBr utilizando
um gral de agata liso e a mistura amostra e KBr foi prensada sob uma presséao
de 7500 tons (10000 psi) por 1 minuto, obtendo-se uma pastilha em formato de

disco translucido.
3.4 - Aquisicao dos espectros de RMN

Na aquisi¢éo dos espectros de RMN foi utilizado um equipamento
de 9.4 Tesla (400,21 MHz para freqiéncia do hidrogénio), marca BRUKER,
modelo DRX400.

Para os espectros de RMN de 'H dos extratos aquosos, usados
na aplicagdo dos métodos quimiométricos, e os demais espectros de gCOSY,
gHSQC e gHMBC, foi utilizada a sonda de 5 mm com detecc¢éo inversa (BBI)
equipadas com gradiente de campo no eixo z, e para a aquisicao dos espectros
de '*C utilizou a sonda de detecgao direta (BBO).

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H do material
heterogéneo foi utilizada a sonda de HR-MAS de 4 mm de diametro, rotores de
zircbnio de 4 mm de diametro interno com espacador e unidade de controle

pneumatica para insercao € injecao da amostra e o giro no angulo magico.
3.4.1 — Espectros de hidrogénio do extrato aquoso

Para as medidas de 'H dos extratos aquosos foi utilizada a
seqliéncias de pulso noesyprid, pois a mesma proporcionou uma supressao
satisfatoria do sinal da agua. Foram realizadas 128 varreduras (NS) com 64 k
pontos (TD) durante o processo de aquisi¢ao (AQ), com um tempo de espera
antes de cada aquisicao (d1) de 1,8s, aplicando uma atenuacao de poténcia
para a pré-saturacdo (PL9) de 50 dB e com mixing time (d8) de 50 ms. Os
espectros foram processados com 64 k pontos para o processamento (Sl) e
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utilizando-se uma multiplicagcdo exponencial com um fator Ib = 0,3 Hz.

Ressaltando que estes parametros foram mantidos para todas as amostras.

3.4.2- Espectros de RMN 'H por HRMAS

Para a aquisicdo dos espectros de RMN HR-MAS de 'H foi
utilizada a seqiéncia de pulso CPMG com pré-saturacdo e filtro de T2
(zgT2pr), com um tempo de intervalo de eco (d20) de 1,0 ms e poténcia de pré-
saturacao (PL9) de 60dB. O tempo de espera antes de cada aquisicao (d1) foi
de 1,8s. O giro foi ajustado para 5000 Hz, e utilizou-se DoO como solvente e
TMSP-d4 como referéncia interna. Os espectros foram processados utilizando
32k pontos e Ib = 1 Hz.

Adicionalmente, para as amostras de embalba os espectros de
RMN 'H por HRMAS, foram adquiridos com actimulo de (ns) 128 FIDs, para as
amostras de malva os espectros foram adquiridos com o acumulo de (ns) 256
FIDs e finalmente, para as amostras de ginseng brasileiro foram acumulados

(ns) 64 FIDs, os demais parametros foram mantidos.

3.4.3 — Espectros de RMN de '*C e bidimensionais dos
extratos aquosos liofilizados

Os experimentos de RMN de '*C foram realizados empregando a
sequUiéncia de pulso zgpg30 com d1= 0,1s, TD = 32k, e com o0 processamento
com Sl =32k e lb = 3,0 Hz.

Os espectros de bidimensionais de correlagdo homonuclear 'H-"H
(gCOSY) foram adquiridos empregando a sequéncia de pulsos cosygpprgf com
largura espectral em F2 (SWHF2) de 4401 Hz e em F1(SWHF1) 4401 Hz,
tempo de aquisicdo (AQ) de 0,23s, tempo de espera antes de cada aquisicao
(d1) 1,0s e numero de pontos na aquisicao de 4k em F2 (TDF2) e 256 em F1
(TDF1), e no processamento foram utilizados 1k e 1k de pontos em F2 e F1

respectivamente.
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Os espectros bidimensionais de correlagdo heteronuclear 'J 'H-
3C (gHSQC) foram adquiridos pelo emprego da seqiéncia de pulsos
hsqcetprgp com os seguintes parametros na aquisicdo: SWHF2 de 4401Hz e
SWHF1 de 25160Hz , AQ= 0,46s, d1=1,0s , TDF2 de 4K, TDF1 de 256 e com
um tempo para evolugdo de acoplamento de uma ligagéo de 1,7ms ('Jon igual
a 145 Hz). No processamento foi utilizado, 2k e 1k de pontos em F2 e F1
respectivamente.

Os espectros de bidimensionais de correlagido” heteronuclear "J
'H -8C (gHMBC) foram adquiridos empregando a seqiiéncia de pulsos
hmbcgplpndprgf com o0s seguintes parametros na aquisicdo: SWHF2 de
4401Hz e SWHF1 de 25160Hz , AQ= 0,46s, d1=1,0s , TDF2 de 4K, TDF1 de
256 e com um tempo para evolucao de acoplamento a longa distancia de 65
ms ("Jon igual a 10 Hz). No processamento utilizou-se 2k e 1k de pontos em
F2 e F1.

Todas as sequéncias de pulsos aplicadas na aquisicdo dos

experimentos estao disponiveis no equipamento Bruker.
3.5 - Aquisicao dos espectros na regiao do infravermelho

As medidas espectroscépicas na regido do infravermelho médio
foram realizadas em um equipamento marca BOMEM modelo da série MB
operando na faixa de 400 a 4000 cm’, utilizando pastilhas amostra/KBr
(Brometo de potassio) na relacdao 2/98 mg. Os espectros foram obtidos, no
modo transmitancia, a partir da realizacdo de 16 varreduras com uma
resolugdo de 4 cm' e 20 scans/min, utilizando a funcdo coseno para

apodizacao e aplicando transformada de Fourier.
3.6 - Analises quimiométricas

A andlise quimiométrica dos dados foi efetuada através do
programa computacional Pirouette®, versdo 3.11 (Infometrix, Woodinville,
Washington, USA). A matriz dos dados de RMN para a andlise neste programa
foi construida com todos os espectros armazenados na extensao “dx”. Esses
espectros foram importados para o programa Origin®, armazenados com a
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extensdo “dat”, e por fim inseridos no programa quimiométrico. O mesmo
procedimento foi realizado para a construgao da matriz dos dados de IV, porém
eles foram armazenados na extensao “prn” antes de serem importados para o
programa Origin®. Na matriz final, apés sua transposicéo, as amostras referem-
se as linhas; os comprimentos de onda e os deslocamentos quimicos, referem-
se as colunas.

Para realizar as analises exploratorias dos dados por PCA e HCA,
os dados de RMN foram transformados empregando a primeira derivada em
um intervalo de 25 pontos e normalizando cada espectro pela norma /;, (a area
sob cada espectro é considerada igual a 1). Cada coluna dos espectros de
RMN foi autoescalada para certificar-se que o0s sinais mais intensos nao
minimizem a influéncia dos sinais menos intensos, desta forma atribuir a
mesma importancia a todas variaveis. Para os espectros de IV cada coluna foi
centrada na media, ou seja, cada elemento de uma coluna da matriz foi

subtraida pelo seu valor médio.
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4 - Resultados e Discussao

4.1 - Embauba

4.1.1 - Analise dos extratos aquosos por RMN em solucao.

A analise de RMN em solugéo foi feita utilizando extratos aquosos
preparados da maneira usual de ingestao, ou seja, chas resultantes de infusao
das folhas. Desta maneira, analisou-se 0 que realmente era ingerido pelo
consumidor, além da vantagem de ser um método rapido e pratico.

Com este método de preparo, como a quantidade de agua nos
extratos era muito grande, foi necessario utilizar uma sequéncia de pulso que
suprimisse de maneira eficiente o sinal referente ao hidrogénio da agua.

Varias sequéncias de supressdo foram testadas empregando a
otimizacdo dos parametros de aquisicdo e de processamento em busca dos
melhores resultados. Na figura 4.1, apresenta a comparacao entre um espectro
de RMN de 'H obtido sem supressdo e com supressao utilizando a seqiiéncia
zgeppr e a noesyprid.

Como se pode observar o ganho na sensibilidade é relevante,
considerando a eficiéncia na supressao do sinal referente aos hidrogénios da
agua, favorecendo a visualizagao de sinais pouco intensos na regiao de sinais
aromaticos.
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FIGURA 4.1 - Espectros de RMN de 'H em solucdo aquosa sem supressao,
seqliéncia zg, e com supressao utilizando a sequéncia de pulso zgcppr e a
noesyprid.

Selecionada a sequéncia de pulso, adquiriram-se os espectros de
RMN de 'H dos extratos aquosos das duas espécies (C. pachistachia e C.
glaziovii), utilizadas como padrao neste trabalho. Verificou-se que os espectros
foram muito semelhantes entre si, com sinais compreendidos na regido
espectral de 0,8 a 9,4 ppm, apresentando majoritariamente sinais

caracteristicos de agucares e aminoacidos (FIGURA 4.2).
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FIGURA 4.2 - Espectros de RMN de 'H em solugdo aquosa das espécies A-

Cecropia glaziovii e B- Cecropia pachistachia.

4.1.1.1. Caracterizacao dos metabdlitos em mistura

A atribuicao dos sinais de RMN e a caracterizagdo estrutural das
substancias presentes no extrato aquoso foram feitas sem nenhum processo
de purificacdo ou isolamento, apenas concentraram-se os extratos, liofilizando
e redissolvendo em solvente deuterado. A partir de entdo obtiveram-se os
espectros de RMN necessarios para a caracterizagdo dos compostos
majoritarios, como acgucares, aminoacidos e para estes espécimes, um acido
clorogénico.

Todos os compostos caracterizados neste trabalho ja foram
estudados isolados e quantificados nestas espécies, e descritos na literatura
(TANAE et al, 2007; SOBOLEV et al, 2003; NI et al, 1993), porém nao foi
encontrado nenhum estudo em que tenha sido feito a analise diretamente do
extrato aquoso, como realmente é ingerido.

Nos espectros de RMN de 'H, foi possivel identificar a presenca
de sinais comuns as duas espécies padrao, como sinais caracteristicos de

agucares como 0s dubletos em & 4,65, 5,24 e 5,42, referente aos hidrogénios
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anoméricos das unidades de [B-glucose, a-glucose e sacarose
respectivamente, além dos sinais caracteristicos de aminoacidos como o0s
dubletos em 5 1,00 e 1,05 referente aos hidrogénios das metilas da valina, que
estdo acoplando com seu o hidrogénio B; os dubletos em & 1,33 e 4,25, que se
referem aos hidrogénios da metila da treonina, que acoplam com seu
hidrogénio 8 e ao acoplamento do hidrogénio & com hidrogénio B; o dubleto em
0 1,49 que se refere aos hidrogénios da metila da alanina que acoplam com o
hidrogénio «; o tripleto em & 3,78 e que se refere aos hidrogénios da metila da
glutamina que se acopla com seu hidrogénio o e um mutipleto em o 2,14
referente ao acoplamento do hidrogénio 8 com os hidrogénios « e ; os tripletos
em & 2,31 e 3,02 se referem aos acoplamentos dos hidrogénios @ com 3 e y
com B do acido 4-aminobutandico e um singleto referente as metilas da colina.

Na figura 4.3 estdo mostrados os sinais citados anteriormente na espécie C.

pachistachia.
NH» OH e} OH
CH
HsC o) = 8
W H3C OH (0]
CHj OH NH, NH,
Valina Treonina Alanina
I I jk/\/“
H3C H,
\ o~ HO
/N O OH
H3C
CHs NH,
Colina Glutamina Acido 4-aminobutindico

6
HOH ,C
HO 4 5 o)
HO
3 2om!
o M , ®
CH,0H
HO
HOHZC1, (o)
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Sacarose
B-Glucose Colina Acido 4- .
a-Glucose Acido4-  Aminobutancico Alanina .
Aminobutandéico T Valina

Glutamina Treo”i”T

T

T T T T T
3 2 i

5 a
FIGURA 4.3 - Metabdlitos primarios presentes no extrato aquoso das duas

espécies de embauba.

A confirmagdo dos compostos mencionados anteriormente foi
feita apds a aquisicao dos experimentos de RMN de gCOSY e gHSQC, com o
auxilio da literatura (SOBOLEV et al, 2003; NI et al, 1993).

Para os acucares, 0s experimentos bidimensionais ndo permitiram
a identificacdo de alguns sinais, devido a sobreposicdo de alguns
deslocamentos quimicos, causada principalmente pela proximidade desses, de
maneira que a realizagdo dos espectros de RMN de '*C foi necessaria. A figura
4.4 mostra o espectro de gHSQC, destacando a complexidade dos sinais na
regido dos agucares.
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FIGURA 4.4 - Correlacdes 'H-">C observadas no experimento de
gHSQC da espécie Cecropia pachistachia.- destacando a complexidade da

regido referente aos sinais de agucares

No espectro de RMN de "*C, foi possivel observar principalmente

os sinais referentes aos agucares conforme mostra figura 4.5

cdodnlih s 1 1 .l

I I
100 50 [ppm]

T T
200 150

FIGURA 4.5 — Espectro de RMN de '°C do extrato aquoso da amostra da
espécie C. pachistachia.
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Fazendo uma andlise detalhada do espectro de '*C, foi possivel
confirmar a presenga dos agucares ja citados e da pfrutopiranose e fS-
frutofuranose, através de alguns deslocamentos quimicos caracteristicos, como
dos carbonos anoméricos e outros baseando-se em dados da literatura
(SOLOBEV, 2003) (FIGURA 4.6 € 4.7).

Sfrutopiranose Sfrutofuranose
> HO

HO 6§ 0 ®  o_ OH
OH\ HoSl2
4 ; on N\ C1 (5 glucose)
HO Ho® s 'oH

OH

C1 (o glucose)
C2 ([-frutopiranose)

C2’ (Sacarose)

C2 (f-frutofuranose)

I I I
104 102 100 98 96 [ppm]

FIGURA 4.6 — Ampliacao da regiao ¢ 93,4 a 107,6 do espectro de

RMN de ®C do extrato aquoso da amostra da espécie C. pachistachia, em

Sacarose - Sac.
o - Glucose — o-Glu
B - Glucose — B-Glu
B - Frutopiranose- fp
B -Frutofuranose - ff
C4, Sac

3 f C4 o-Glu
N/ c4,ff C4’-Sac

C2,Sac

T
85 80 75 70 65 [ppm]

destaque os sinais referente aos carbonos anoméricos da sacarose, a-glucose

e S- glucose.

FIGURA 4.7 — Ampliagdo da regido & 62,1 a 88,3 do espectro de RMN de '*C
do extrato aquoso da amostra da espécie C. pachistachia.
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Na tabela 4.1 estdo apresentadas as demais atribuicdes dos
deslocamentos quimicos dos agucares presentes nos extratos aquosos das
duas espécies de embauba utilizada neste trabalho.

TABELA 4.1 — Dados de RMN para os acucares encontrados nas duas
espécies de embaulba utilizadas como padrdo - Cecropia pachistachia e
Cecropia Glaziovii.

Posicao 5 "H (mult.,J em Hz) 5C gHCSC gHMBC
o-glucose
1 5,23 (d 3,75) 94,9 C1 C1,C2eC3
2 3,51-3,59m 74,3 Cc2 C3
3 3,71-3,78 m 75,4 C3 C2,C4eC5
4 3,46 - 3,49 m 72,1 C4 C2eC5
5 3,51-3,59m 73,9 C5 C4
6 3,66 -3,70 m 63,4 Cé6 C4eC5
B-glucose
1 4,65 (d 7,96) 98,8 C1 C1,C2eC3
2 3,23 (dd; 8,24 € 9,34) 76,9 Cc2 C1,C2eC5
3 3,41-3,53 m 78,3 C3 C1,C2eC4
4 3,35-3,46 m 72,1 C4 C3eC5h
5 3,41-3,53m 78,4 C5 C1,C2eC4
6 3,63-3,75m 63,5 C6 C4
Sacarose
1 5,42 (d 3,87) 95,0 C1 C3,C2, c4
2 3,54 -3,60 m 74,6 Cc2 -
3 3,73-3,78 m 75,5 C3 C4
4 3,37-3,44 m 72,6 C4 C3,C6
6 3,86 63,4 Cé6 C5
1 3,68 64,3 cr -
2 - 106,6 c2 -
3’ 4,22 (d 8,76) 79,3 C3 -
4 4,07 (s) 75,3 c4 C3’, C%
5 3,90 (s) 84,2 C5’ C3, C2
Sfrutopiranose
1 3,51-3,55m 66,2 C1 C2,C3eC4
2 - 100,9 - -
3 3,68-3,74 m 70,5 C3 C1,C2eC4
4 3,85-3,90 m 72,2 C4 C1,C3eC5
5 3,91-3,92m 72,1 C5 C3
6 3,99-3,01 m 66,8 C6 C2eC5h
Srutofuranose
1 3,62-3,65m 65,4 C1 Cc2
2 - 104,1 - -
3 410-4.13 m 78,7 C3 C4,C5eC6
4 3,99-4,02m 77,2 C4 C5eC6
5 4,03-4,08 m 78,8 C5 Cc2
6 3,80-3,84m 65,2 C6 C5
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Para os aminoéacidos nao foi possivel fazer a atribuicdo completa
para as estruturas, pois além da grande quantidade de polissacarideos
presente no extrato, o que torna um espectro bastante congestionado, a
concentragcado de aminoacidos era muito baixa.

Desta forma, foram feitas as atribuicbes através das correlacdes
homonucleares 'H - 'H (gCOSY), das correlagbes heteronucleares 'J 'H - °C

(gHSQC) e com o auxilio da literatura.

M__JJU, MJWJ‘U\MUL—&AL%

o ]

aidiaal

F2 [ppm]
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40 30
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FIGURA 4.8 - Correlagdes 'H-'°C observadas no experimento de gHSQC da
espécie Cecropia pachistachia.- destacando as correlagcdes observadas para

0S aminoacidos.

No experimento de gHSQC, foi possivel atribuir parte dos valores
do deslocamento quimico de '°C, através das correlagdes 'H- ®C, como
mostra a figura 4.8.

A seguir esta apresentada a tabela com as atribuigcbes dos sinais
de RMN que foram possiveis de serem observadas.
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TABELA 4.2 - Metabdlitos primarios e seus respectivos sinais observados
nos espectros de RMN de 'H e "*C.

Posicao 8 'H (mult.,J em Hz) 5 '%C
Valina
1 1,00 (d7,18)
2 1,05 (d7,18)
3
Treonina
1 1,33 (d 6,66) 23,0
2 4,22
3
Alanina
1,49 (d 7,28)
Glutamina
3,78 m -
2,14 m 26,5

Acido 4-aminobutanoico

2,31 (t7,20) 37,3
3,02 (t7,41) 40,3

Colina
3,21 s 56,8

Além destes compostos, foi possivel identificar o acido
cafeoilquinico, que ja foi isolado e elucidado em ambas as espécies de
embauba empregadas nesse trabalho, e ja esta descrito na literatura, e aqui

também a sua caracterizacao no extrato aquoso.

Acido cafeoilquinico
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No espectro de RMN de 'H, foi possivel verificar sinais
caracteristicos do acido cafeoilquinico como os dubletos em & 6,93 e 7,06 € 0
singleto em & 7,10 que corresponde aos hidrogénios aromaticos H-8', H-9’ e H-
5" além dos dois dubletos em 6 7,63 e 6,37 que corresponde aos H-3' e H2’
referente aos hidrogénios da dupla ligacao da cadeia lateral (FIGURA 4.9)

87,1 (5)
87,06 (9°)

87,63 (3) ] 56,93 (8)
/ 56.37 (2))
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A
M M T T T T T T T
12 11 10 9 <) 5 2 1 o] 1 -2 ppMm)

FIGURA 4.9 — Espectro de RMN de 'H com as atribuicbes do &cido

cafeoilquinico.

Nos experimentos de gHSQC e gHMBC (FIGURA 4.8 e 4.9) foi
possivel obter as informacdes sobre as correlagbes 'Jon e "Jou, permitindo
confirmar a estrutura do acido cafeoilquinico. No gHSQC, foi possivel verificar
as correlagdes dos hidrogénios aromaticos com 0s seus respectivos carbonos,
como o dubletos em d 6,36, 7,63 e 7,10 referente aos hidrogénios H-2° H-3’ e
H-5’, correlacionado-se com os carbonos C-2’ ,C-3’ e C5 em 6 117,6, 148,8 e
118,0, respectivamente. No experimento de ¢gHMBC, verificou-se as
correlagdes a longa distancia do hidrogénio em 8 7,63 com os carbonos C-8’,
C6 e C9'. No espectro de '*C, caracterizou-se os carbonos quartenarios C1’
C6’e C7 em 6 172,0, 147,1 e 150,0 respectivamente, além do carbono C7 em

6 181,8. As demais atribuicdes encontram-se na tabela 4.3
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FIGURA 4.10 — Correlacées 'H-">C observadas no experimento de gHSQC do

extrato aquoso da espécie

cafeoilquinico.
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FIGURA 4.11 — Correlagdes 'H-"°C observadas no experimento de gHMBC do

extrato aquoso da espécie C. glaziovii, evidenciando os sinais do &cido

cafeoilquinico
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TABELA 4.3 - Dados de RMN para o composto acido cafeoilquinico
encontrado no extrato aquoso das duas espécies de embauba e utilizadas
como padrao - Cecropia pachistachia e Cecropia Glaziovii.

Posicdo & 'H (mult.,JemHz) &§™C  gCOSY gHSQC gHMBC

1 - 172,0 - - -

2 6,37 (d 8,29) 117,6 c2 ca’

3 7,63 (d 15,99) 1488 6,36 C3 C1;C5eCY
4 . 129,8 - - -

5 7,13 (d 1,52) 118,0 - c5’ C9’ e C3'
6 - 147,1 - -

7 - 150,0 - - -

8 6,93 (d3,12) 119,1 - cs’ C4’ e C6'
9 7,06 (dd8,29e1,52) 1255 6,93 co’ C3'e C5'
1 - 77,0 - - -

2 1,98 - 2,08 (m) 40,1 Cc2 Cc7

3 3,2(s) 70,5 - C3 C4

4 3,95-4,10 (m) 72,6 3,5 C4 C3

5 5,15 (d 3.65) 72,1 - - -

6 1,98 - 2,08 (m) 37,3 - C6 Cc7

7 . 181,8 - - -
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4.1.1.2 - Analise quimiométrica dos dados de RMN de 'H das

amostras em solugao.

Para a analise quimiométrica, utilizaram-se os dados de RMN de
'H em solugao, o que corresponde ao “cha” na sua forma usual de ingestdo, o
qual foi obtido tanto para as amostras comerciais como para os padrdes.

Os espectros de RMN de 'H dos padrdes coletados em diferentes
estacdes do ano (periodos de chuva e estiagem) sdo mostrados nas figuras
412 e 4.13. Porém nao se observou diferenca significativa entre estes

espectros.

8 8 4 2 (ppm]
FIGURA 4.12 - Espectros de RMN de 'H em solucdo para amostras de C.

pachistachia coletadas nos periodos de chuva (A) e estiagem
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7 6 5 4 3 2 1 [ppm]

FIGURA 4.13 - Espectros de RMN de 'H em solucdo para amostras de C.
glaziovii coletadas nos periodos de chuva (A) e estiagem (B).

Para a analise quimiométrica, foram utilizadas as duas amostras
padrao (C. pachistachia e C.glaziovii) coletadas em periodos diferentes
(estiagem e chuvoso) e as seis amostras comerciais. Inicialmente foi excluida a
regidao espectral referente ao residuo do sinal da agua, ainda presente, € o
sinal referente ao TMSP-ds e todas as regides sem sinais (FIGURA 4.14).
Desta forma evita-se que essas variaveis interferissem na andlise e para que
os dados pudessem ser autoescalados durante o pré-processamento. Esse
procedimento permite que o0s sinais menos intensos tenham a mesma
importancia que o0s mais intensos, assim, dando-se 0 mesmo peso aos

constituintes minoritarios, e que tem conseqientemente baixa intensidade.
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FIGURA 4.14 — Visualizagdo dos gréficos de linhas dos dados RMN de 'H em

solucdo apds as exclusdes necessarias das amostras de embauba

Em busca da discriminacdo entre os padrdes, e desta maneira
relacionar as amostras comerciais com 0s mesmos, fez-se a analise por
componentes principais (PCA).

A melhor discriminagdo obtida pela PCA dos dados de RMN de 'H
em solucdo foi obtida quando os dados foram normalizados, para corrigir
eventuais erros nas concentragdes, e usada a primeira derivada em um
intervalo de vinte cinco pontos, para corrigir eventuais erros na linha de base.

Desta maneira foi possivel fazer a analise dos componentes
principais utilizando 82,9% dos dados originais descritos por cinco
componentes principais. O grafico de escores obtido esta na figura 4.15.
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FIGURA 4.15 - Gréafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H em

solucao de todas as amostras de embauba

Analisando-se o grafico de escores, obtido da analise por PCA
selecionado as duas primeiras PCs, com a PC1 descrevendo 47,2% de
variancia do conjunto de dados e com a PC2 descrevendo 35,7%, pode-se
observar que ndo ha discriminacdo entre os padrdes, e que uma amostra
comercial apresenta-se distinta das demais em valores negativos de PC1 e
agrupadas aos padrdes por valores negativos de PC2.

Fez novamente a andlise, porém excluindo-se a amostra E1, e
obteve-se um novo grafico de escores que esta apresentado na figura 4.16,
com PC1 descrevendo 45,2% de variancia do conjunto de dados e com PC2
descrevendo 34,4%. Neste novo grafico de escores observa a discriminacao

das amostras comerciais por valores positivos de PC1.
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FIGURA 4.16 - Gréafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H em

solucdo das amostras de embaulba, apds a exclusdo da amostra E1.

Relacionado o grafico de escores e o grafico de loadings
(FIGURA 4.17) foi possivel identificar, nos espectros de RMN de 'H, algumas
substancias relacionadas com a discriminagao obtida no gréafico de escores.

A amostra E1 se distingue das demais em valores negativos de
PC1 devido auséncia dos sinais em & 2,31 e 3,02 do &cido 4-aminobutandico e
do sinal em & 5,42 da sacarose e a presenca de um sinal em § 7,72 que nao foi
possivel ser identificado (FIGURA 4.17). As demais amostras se distinguem por
valores positivos de PC2, apenas pela auséncia dos sinais referente a
sacarose. Feita esta andlise, pode-se suspeitar que a amostra E1 seja uma

provavel adulteracdo ou amostra pertencente a outra espécie.
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FIGURA 4.17 - Gréfico de linhas e grafico de loadings com as regides em

valores negativos em PC1 sombreados, e em destaque os sinais em 6 2,31(t) e

3,02(t) do acido 4-aminobutandico.

Na analise por agrupamentos hierarquicos (HCA) foram usados
0S mesmos parametros quimiométricos aplicados na PCA, onde o calculo da
distancia entre as amostras foi feito aplicando a distancia Euclidiana e o
método de conexado foi o incremental, o qual utiliza a média ponderada no
célculo da distancia entre os grupos. O dendrograma obtido esta apresentado

na figura 4.18.
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FIGURA 4.18 — Dendrograma dos dados de RMN de 'H em sdlugéo de todas
as amostras de embauba

Neste dendrograma, obteve-se a mesma discriminagdo obtida
pela PCA com um indice de similaridade igual a 0,218, ou seja, a amostra E1
discrimina-se das demais, e o0 restante das amostras se agrupam com o0s

padrdes, e estes por sua vez ndo apresenta discriminagao por sazonalidade.
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4.1.2. - Analise das amostras intactas por RMN HRMAS de 'H

Os espectros de RMN HRMAS de 'H foram obtidos diretamente
do material vegetal intacto previamente moido, tanto para as amostras
comerciais bem como para os padrées, utilizando a sequéncia de pulso CPMG
editada, que proporciou uma melhora na resolugcado espectral comparado com
as sequéncias convencionais, pois sinais alargados das macromoleculas com
tempo de relaxacéo transversal (T2) curto sdo eliminados ndo ocorrendo assim
a sobreposicao de sinais e suprime o sinal da agua presente na amostra.

Assim como para RMN de 'H em solucdo, foram obtidos
espectros dos padrbes coletados em diferentes estagdes do ano (periodos de
chuva e estiagem), os quais estao apresentados na figura 4.19.

D J ] A ) W\AA_A oy ~ P

—r————Fr———F— "7 """ T
8 7 6 5 4 3 2 [ppm]

FIGURA 4.19 - Espectros de RMN HRMAS de 'H para amostras padrdo de
embauba; A e B - C. pachistachia, C e D - C. glaziovii, periodos chuvoso e seco

respectivamente

Os espectros obtidos para as amostras padrées apresentaram um
alto grau de similaridade, tanto entre as espécies quanto ao periodo de coleta
das amostras.

Observou-se também que o0s espectros apresentaram

majoritariamente sinais de agucares como sacarose, a-glucose e a f-glucose, e
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que foram caracterizados pela presenca dos dubletos em & 5,42; 5,24 e 4,65,
referentes aos hidrogénios ligados aos seus carbonos anoméricos
respectivamente. O alto grau de similaridade entre os espectros de RMN
HRMAS de 'H j& era esperado, isto em decorréncia de se analisar material
vegetal intacto, onde a quantidade de metabdlitos primarios sobressai aos

metabdlitos secundarios.

4.1.2.1 - Analise quimiométrica dos dados de RMN HRMAS de 'H
das amostras intactas.

Para a andlise dos dados de RMN HRMAS de 'H excluiram-se as
regides espectrais referentes ao sinal do TMSP-d4, ao residuo do sinal da 4gua
e todas as regides sem sinais (FIGURA 4.20). Para a PCA escalou-se os dados
e aplicaram-se as transformadas necesséarias (normalizacdo e primeira

derivada em um intervalo de 25 pontos).
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FIGURA 4.20 — Visualizacao dos graficos de linhas dos dados RMN HRMAS de
'H das amostras intactas de embaltiba apés as exclusées necessarias.

O gréfico de escores de PC1 x PC2 de todas as amostras esté
apresentado na figura 4.21, o qual utiliza 63,5% das informagdes originais,
descritos por cinco componentes principais. Selecionado as duas primeiras
PCs, com a PC1 descrevendo 23,6% de variancia do conjunto de dados, e com
a PC2 descrevendo 12,3%, verifica-se que as amostras comerciais se
discriminam dos padrées em valores negativos de PC1 e a amostra E3
discrimina das demais em valores negativos de PC2 e PC1. Nota-se também a
dispersao na triplicada das amostras E2 e E3, causada pela dificuldade que a
tecnica HRMAS proporciona, como a de inserir a mesma quantidade de

amostra no rotor para todas as analises.

60



Resultados e discussao

— 1
20 . i C. glaziovii

m;&. 1
. . !
<2 3 1
2L :
1
1
0- - '
b
— 3 !
3 SEH !

oF : C histachi

= . pachistachia

CE22 E P
gy 20+ :
o ]
1
“E31 E
CE32 !
40} !
1
1
o 1
E33 !
T L [ v T ¥ T
-20 ] 20 40
PC1 (23,6%)

FIGURA 4.21 - Grafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN HRMAS

de 'H de todas as amostras de embadba.

Relacionado os valores das componentes principais dos gréaficos
de escores aos valores do grafico de loadings, foi possivel verificar que a
discriminagdo observada em PC1 foi causada pela auséncia do sinal em &
5.42, referente as unidades de sacarose e dos demais sinais na regiao de o 3,0
a 4,2 (FIGURA 4.22 e 4.23). Na anélise dos dados de RMN de 'H em solucéo,
também foi possivel verificar a auséncia dos sinais citados anteriormente,
porém os sinais dos aminoacidos observados, aproximaram as amostras
comerciais dos padrdes, e agora como estes ndao foram detectados, todas as

amostras se discriminam.

Unnamed-2:2

Intensidade

) S5.175

ppm
FIGURA 4.22 — Ampliagédo do gréfico de linhas dos dados de RMN HRMAS de

'H, mostrando a auséncia do sinal em & 5,4. As linhas em vermelho referem-se

Variaveis (

amostras de C. glaziovii e em preto, as amostras de C. pachistachia.

61



Resultados e discussiao

Laedngs

Intensidade

Variaveis (ppm)

FIGURA 4.23 - Grafico de linhas e grafico de loadings PC1 x PC2, destacando

a regiao responsavel pela discriminacao por PC1.

Fez—se também a andlise por HCA, utilizando os mesmos
parametros aplicados para PCA, e utilizando a distancia Euclidiana e o método
de conexdo incremental, e obteve-se o dendrograma apresentado na figura
4.24. Nesta figura pode-se observar que com um indice de similaridade igual a
0,433, onde trés amostras comerciais se agrupam com o padrao C.
Pachistachia e ndo se observa nenhum outro agrupamento.

Diante os resultados obtidos pela analise dos dados de RMN
HRMAS de 'H, nota-se que esta ndo é uma boa ferramenta para o controle de
qualidade, pois detectou apenas os sinais de agucares, nao permitindo fazer
uma analise conclusiva a respeito da sazonalidade, e muito menos para a
distincdo entre as espécies, sendo que estas apresentam basicamente os

mesmos metabdlitos primarios.
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FIGURA 4.24 — Dendrograma dos dados de RMN HRMAS de 'H de todas as
amostras de embauba

4.1.3. - Analise das amostras intactas por infravermelho

Para as analises espectroscopicas na regidao do infravermelho,
assim como nas andlises dos dados de RMN HRMAS de 'H, utilizaram-se
amostras apenas previamente moidas. Os espectros de IV foram obtidos em
absorbéancia para a aplicacdo da quimiometria, pois a transmitancia nao varia
linearmente com a concentracdo, e 0s métodos quimiométricos sao
desenvolvidos para considerar essa variavel.

Todos os espectros foram analisados e as absor¢cées foram
identificadas mediante a comparacdo com dados da literatura (SILVERSTEIN e
WEBSTER,1998). Os espectros apresentaram absorcdes caracteristicas de
estiramento de O-H em aproximadamente v™' 3375. Porém, como estas
podem ser provenientes de moléculas de agua presente devido a
higroscopicidade do KBr e da amostra, pelo menos em parte, essa absorcéao foi
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desconsiderada nas andlises. Observou-se também a presenca de absor¢des
caracteristicas devido ao estiramento de C-H de metilenos em
aproximadamente v°™' 2850 e 2920, deformagdo axial das ligagdes C-C de
carbonilas em aproximadamente v°™' 1600, deformacdo angular assimétrica
fora do plano de C—H de metilas em aproximadamente v°™' 1200-1500, C-O
de ésteres/éter em aproximadamente v°™' 1100 e em aproximadamente v°™"

1050 referentes as deformagbes axiais simétricas de C-O-H agucares (FIGURA
4.25).

Transmitancia%

o
I
[ N U ERN AU AN NP A

4000 ' 3500 ' 30100 ' 25100 ' 20100 ' 15100 ' 10100 ' 500
Frequéncia (cm ™)
FIGURA 4.25 — Visualizagdo dos espectros de IV das amostras padrdo e

comercial de embaduba.

Para a andlise foram excluidas regiées de v°™' 4000 a 3001,
referentes & absorcdo de OH e a regido de v™' 2827 a 1747, que ndo

possuiam informacoes relevantes para a discriminacdo das amostras. (FIGURA
4.26)
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FIGURA 4.26 — Grafico de linhas dos dados de IV das amostras padrdo e
comercial de embauba, com as regides excluidas em destaque.

A analise dos componentes principais (PCA) foi feita, centrando
os dados na média, ou seja, emprega-se um pré-processamento que tras a
origem dos eixos para zero, e facilita a visualizagao das correlagdes entre as
amostras (BEEBE et al, 1998). Para as transformacbes utilizaram-se a

normalizacdo dos dados, e a primeira derivada em um intervalo de vinte cinco

pontos.
Nestas condi¢cbes foram utilizados 93 e 89% dos dados originais

descritos por cinco componentes principais. Selecionando a PC1 que descreve
27,5% da variancia do conjunto de dados e a PC2 que descreve 35,4%,

obteve-se o grafico de escores apresentado na figura 4.27.
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FIGURA 4.27- Gréfico de escores PC1 x PC2 dos espectros de IV de todas as
amostras de embauba.

Analisando o grafico de escores, observou-se a discriminacao da
amostra E1 por valores negativos de PC1 e positivos PC2, uma proximidade da
maioria das amostras comerciais com a amostra padrao C. glaziovii (ECG) e
uma discriminacdo das amostras padrdao (ECP) em valores positivos de PC1.
Nota-se também que ha uma discriminagdo por PC2 entre os periodos de
coleta das amostras padrao, de maneira que as amostras coletadas no periodo
chuvoso (EP1) tém valores menores de PC2 do que os coletados no periodo
de seca (EP2).

Relacionado o grafico de loadings com o grafico de escores
(FIGURA 4.28), foi possivel correlacionar algumas absorbancias com as
discriminagdes obtidas. Nota-se que as absorbancias em v*™' 1670 (def. axial
C=0), 1550 (def. angular C-H) e 940 (def. axial C-C) tiveram maior peso para a
discriminagdo em valores negativos de PC1, e a absorbancia em v¢™' 2940
(deformagéo axial de C-H), para valores positivos em PC2 para a amostra E1.

Mesmo identificando as absor¢bes com maior peso para a
discriminagédo, nao foi possivel relacionar com os compostos j& identificados
anteriormente. Podemos apenas dizer que se teve uma discriminagcao

semelhante & obtida com os dados de RMN de 'H em solucao.
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FIGURA 4.28 - Gréafico de loading (a) dos dados de IV (b), destacando as
variaveis de maior peso para a discriminacao da amostra E1

A discriminagédo da amostra E1 também se observa pela analise
por HCA com indice igual a 0,263, utiizando o método incremental e a
distéancia Euclidiana. O dendrograma resultante esta representado na figura
4.29.
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FIGURA 4.29 - Dendrograma dos dados de IV de todas as amostras de

embauba.
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4.1.4 - Conclusoes

Pelas trés técnicas foi possivel obter o fingerprint de maneira
rapida e eficiente. Através dos espectros de RMN foi possivel caracterizar
alguns compostos majoritarios como o0s acgucares: sacarose, a-glucose, (-
glucose, B-frutofuranose e B-frutopiranose; dos aminoacidos: valina, alanina,
treonina, acido 4-aminobutandico, glutamina e do acido clorogénico (acido
cafeoilquinico).

A andlise exploratéria dos dados de RMN de 'H em solucédo
mostrou que a amostra E1 € uma provavel adulteragéo, pois discriminou das
demais. Relacionando-se o grafico de escores com o grafico de /loadings,
verificaram-se varias diferengcas na composicdo desta amostra como: a
auséncia do agucar sacarose e do acido 4-aminobutandico, além da presenca
de um sinal em 4 7,72 que nao foi possivel ser identificado

Para os dados de RMN de HRMAS de 'H, a discriminagéo obtida
pela quimiometria evidenciou apenas as diferencas nos acglucares presentes
nas amostras, ja que nao foi possivel detectar os compostos minoritarios, como
os aminoacidos. Desta forma a amostra E1 se agrupada com as demais
amostras comercias, porém distante dos padrdes.

Para efeito comparativo analisaram-se os dados de IV por
quimiometria e os resultados obtidos foram semelhantes aos apresentados
para RMN de 'H em solucdo, porém ndo pode-se associar nenhum composto
com a discriminacao obtida para estes dados.

Apesar de nao ter obtido a discriminagcéo entre as espécies pode
se concluir que resultados obtidos foram satisfatorios, e apresenta um grande
potencial no emprego de controle de qualidade, principalmente empregando
RMN de 'H em solugdo, o qual permitiu caracterizar um maior nimero de
compostos e correlacionar estes com a discriminacao apresentada na andlise

quimiométrica.
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Ginseng brasileiro
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4.2- Ginseng Brasileiro

4.2.1- Anadlise dos extratos aquosos por RMN em solucao

A anélise de RMN de 'H de liquido foi feita utilizando o mesmo
procedimento empregado para obtengédo dos extratos aquosos de embauba, ou
seja, chas resultantes de infusdo, porém neste caso empregaram-se as raizes
do ginseng brasileiro, que é a parte da planta, segundo a literatura, que contém
os compostos com atividade bioldgica.

Assim, quando as amostras comerciais eram adquiridas sob a
forma de capsulas, estas foram apenas desencapsuladas e peneirada, e
quando adquiridas sob a forma de raiz intacta ou fatiada, estas foram
previamente pulverizadas em um moinho de facas, e em seguida 0s chas
foram obtidos.

Para a obtencao das medidas foi necessario, também o emprego
da sequéncia de pulso noesyprid para supressao do sinal da agua, que é
bastante intenso, por se tratrar de um extrato aquoso.

Os espectros de RMN de 'H em solugdo das amostras utilizadas
como padrdao neste estudo (Pfaffia panicula e Pfaffia glomerata) foram

adquiridos e estao apresentados na figura 4.30.

| ., U_,_,‘_‘_,J\/"*—LJLLM.L_MQJ-—

: . . . : . . : . . . : . . . :
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FIGURA 4.30 - Espectros de RMN de 'H em solucdo aquosa das espécies A -
Pffafia glomerata e B - Pffafia.paniculata.
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Os sinais observados nos espectros de RMN de 'H compreendem
a regido espectral de & 0,6 a 8,5, apresentando sinais distintos na regiao
alifatica para as duas espécies, 0 que permite a diferenciagdo visual das

espécies.
4.2.1.1- Caracterizacao dos metabodlitos em mistura

A caracterizagdo dos compostos presentes no extrato aquoso foi
feita apos liofilizagao e redissolugdo os extratos em solvente deuterado, com o
intuito de concentrar as amostras e possibilitar a deteccdo do maior niumero
possivel de compostos.

Com o auxilio da literatura (SOBOLEV et al, 2003; SHIOBARA et
al, 1993; ) e baseado nos compostos ja isolados e elucidados destas espécies,
foi possivel reconhecer nos espectros de RMN de 'H sinais caracteristicos da
presenca de alguns metabdlitos primarios majoritarios, comuns as duas
espécies padréo, como os dubletos em 6 1,00 e 1,05 referente aos hidrogénios
das metilas da valina, o dubleto em & 1,33 que se refere aos hidrogénios da
metila da treonina que acoplam com seu hidrogénio 8 e ao acoplamento do
hidrogénio a com hidrogénio B; o dubleto em & 1,49 que se refere aos
hidrogénios da metila da alanina que acoplam com o hidrogénio «; os tripletos
em 6 2,31 e 3,02 referem-se aos acoplamentos dos hidrogénios @ com B e vy
com B do acido 4-aminobutandico.

Também foi caracterizados os sinais caracteristicos das unidades
de agucar, como o0s dubletos em & 4,65, 5,24, 5,42, referente aos hidrogénios
anoméricos da B-glucose, a-glucose, e sacarose respectivamente.

Como feito anteriormente para a embauba, todos compostos
identificados nos espectros de RMN de 'H (FIGURAS 4.31 a 4.32) foram
confirmados com o auxilio dos experimentos complementares, '*°C (FIGURA
4.30), gCOSY, gHSQC e gHMBC. Os aminoacidos comuns entre as espécies
padrdo de embalba e ginseng brasileiro e os aguUcares apresentaram o0s

mesmos deslocamentos mostrados anteriormente.
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Treonina

acido 4 -

aminobutandico

acido 4 - Alanina

aminobutandico
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FIGURA 4.31 — Ampliacdo de & 0,67 a 3,13 do espectro de RMN de 'H do

extrato aquoso da espécie P. Paniculata.
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FIGURA 4.32 — Ampliacdo de & 4,46 a 5,51 do espectro de RMN de 'H do

extrato aquoso da espécie P. Paniculata.
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FIGURA 4.33 — Espectro de RMN de "°C do extrato aquoso da espécie P.
Paniculata, em destaque ampliagdes das regides dos agucares, 6 94 a 108 e o
62 a 84.

Infelizmente n&o foi possivel a identificacdo de nenhum outro

composto, seja pela auséncia de sinais, causada pela baixa concentracéo

presente no extrato aquoso, ou pela sobreposicao dos sinais dos agucares.
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4.2.1.2 - Analise quimiométrica dos dados de RMN de 'H das
amostras em solucao.

Pela andlise visual dos espectros de RMN 'H de liquido,
observou-se uma grande semelhanca entre os espectros dos padrées e das
amostras comerciais, 0 que reforgou a necessidade do uso de um método de
comparagao.

Para a analise quimiométrica foi excluida a regido espectral
referente ao residuo do sinal da agua ainda presente, o sinal referente ao
TMSP-d,4 e todas as regides sem sinais para nao acarretarem erros e para que
os dados pudessem ser autoescalados (FIGURA 4.34).

Unnamed-2;3

40

a0

Intensidade

3572 o 1479 0653
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FIGURA 4.34 — Visualizacéo dos gréaficos de linhas dos dados RMN de 'H em
solugcdo apods as exclusdes necessarias.

A melhor discriminacdo entre as amostras de ginseng brasileiro,
utilizando a analise de componentes principais, foi obtida quando os dados
foram autoescalados e aplicadas as seguintes transformacgdes: normalizacao e

primeira derivada em um intervalo de vinte cinco pontos.
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O grafico de escores de PC1 x PC2 estd mostrado na figura 4.35,
com PC1 descrevendo 56,7% de variancia do conjunto de dados e PC2 14,4%

de variancia.
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FIGURA 4.35 - Gréafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H em

solucao de todas as amostras de ginseng brasileiro.

Neste grafico verifica-se que as amostras padrao, identificadas
como GPG e GPP, discriminaram-se por valores positivos e negativos
respectivamente. A maioria das amostras comerciais se agrupa por PC1 com a
amostra padrao P. glomerata, porém os rétulos das embalagens apresentavam
o produto como pertencente a espécie P. paniculata.

Verifica-se também que as amostras G2 e G6, tém
comportamento diferente das demais, dispondo-se entre os padrdes. Estas
amostras foram adquiridas nos estados de S&o Paulo e Goias,
respectivamente; e a principio ndo apresentando nenhuma relagdo entre si.
Porém, ha a hipétese de que foram fornecidas pelo mesmo produtor, pois como
ja mencionado na introdug@o os maiores produtores de fitoterapicos concentra-
se no estado de Sao Paulo, o qual abastece boa parte do Brasil. Desta forma
justificaria 0 agrupamento observado. A discriminacao das amostras G9, G10 e
G11 em valores negativos de PC2 provavelmente esta relacionada com a
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regionalidade, pois estas amostras foram adquiridas nos estados de Mato
Grosso do Sul, Goias e Mato Grosso, respectivamente.

Analisando o espectro da amostra G2 verifica-se um alto grau de
similaridade com o espectro do padrdo P. paniculata, apresentando apenas
algumas variacbes na intensidade de alguns sinais, sugerindo que esta
amostra realmente seja pertencente a espécie P. paniculata. Ja o espectro da
amostra G6 apresenta-se distinto apenas na regiao de 6 0,56 a 1,53, regido
caracteristica de aminodacidos, porém nado se pode dizer que seja uma

adulteragao, pois a variacao desta classe de compostos pode ser causada por

G6

G2 JW—‘AJL._JLL_J\_—/‘—N.\_J\__
(N

GPP

b D S T Y O
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diversos fatores, como o tipo de secagem e o periodo de coleta das raizes.
(FIGURA 4.36).
FIGURA 4.36 - Ampliacdo de & 0,6 a 4,5 dos espectros de RMN de 'H em

solugdo das amostras G6, G2 e da amostra padrao P. paniculata (GPP).

O dendrograma resultante da andlise das amostras de ginseng
brasileiro por HCA esta mostrado na figura 4.37. Foram usados os parametros
do PCA, juntamente com a distadncia Euclidiana e o método de conexao
incremental. Com um indice de similaridade igual a 0,572 verificou-se a mesma
discriminagdo obtida anteriormente, ou seja, as amostras G2 e G6 esta mais

proximas do padrao P. Paniculata e proximas entre si.
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FIGURA 4.37 — Dendrograma dos dados de RMN de 'H em solugéo das
amostras de ginseng brasileiro.

4.2.2. - Analise das amostras intactas por RMN HRMAS de 'H

Como para a embalba, os espectros de RMN HRMAS de 'H
foram obtidos diretamente do material vegetal intacto, tanto para as amostras
comerciais como para os padrdes, e utilizando também a sequéncia de pulso
CPMG editada. Os espectros obtidos para as amostras padrdao sao
apresentados na figura 4.38

Os espectros apresentados sao bastante similares, contendo
basicamente os sinais na regido dos agucares. A simples andlise visual nao

permitiu a obtencdo de nenhum resultado conclusivo.
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FIGURA 4.38 - Espectros de RMN de 'H HRMAS para amostras padrdo de

ginseng brasileiro, A - Pffafia paniculata e B - Pffafia glomerata.

4.2.2.1 - Analise quimiométrica dos dados de RMN HRMAS de 'H
das amostras intactas.

Desta maneira, a aplicacdo da analise quimiométrica tornou - se
necessaria, e como anteriormente, fez-se a andlise exploratéria através da
PCA. Para isso foi excluida a regido espectral referente ao sinal do TMSP-d,,
ao residuo do sinal da agua e todas as regides sem sinais, para evitar que
interferissem na discriminacéo, e para que os dados fossem autoescalados.

Também foram utilizadas transformagdes como: normalizagao e
primeira derivada em um intervalo de 25 pontos, obtendo o grafico de escores

apresentado na figura 4.39.
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FIGURA 4.39 - Grafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN HRMAS

de 'H de todas as amostras de ginseng brasileiro.

O gréfico de escores de PC1 x PC2 descreve em PC1 50,4% de
variancia do conjunto de dados e em PC2 descreve 22,6%, totalizando 73,0%
da variancia total. Este grafico apresenta o0 mesmo comportamento obtido para
a andlise de componentes principais dos dados de RMN de 'H em solugéo, ou
seja, a maioria das amostras comerciais agrupam por PC1 com a amostra
padrao P. glomerata e as amostras G2 e G6, dispondo-se entre os padroes.
Isso mostra que para as espécies de ginseng brasileiro a regido com sinais
caracteristicos dos acuUcares tem maior peso para a discriminacdo das
amostras.

Para a analise por agrupamentos hierdrquicos, utilizaram-se os
mesmos parametros da PCA, incluindo o uso da distancia Euclidiana e o
método de conexdo incremental. O dendrograma resultante estd mostrado na
figura 4.40, no qual mostra que com um indice de similaridade igual a 0.325, as
amostras G2 e G6 agrupam-se com o0 padrdo P. paniculata, reforcando a
suspeita destas pertencerem a este espécime padréo.
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FIGURA 4.40 — Dendrograma dos dados de RMN HRMAS de 'H das

amostras de ginseng brasileiro.

4.2.3. Analise das amostras intactas por infravermelho

Para as analises espectroscopicas na regiao do infravermelho os
espectros foram obtidos em absorbancia, e apresentaram perfil espectral
similar, verificando apenas diferencas de intensidades em duas regides de
absorcdo, em v™' 1630 e 1050-1030, para todas as amostras de ginseng
brasileiro (FIGURA 4.41).

80



Resultados e discussao

7

Transmitancia %

r T r T r T r T r T r T r
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Frequéncia (cm ™)

FIGURA 4.41 — Visualizacao de todos os espectros de IV das amostras padrao

e comercial de ginseng brasileiro.

Todos os espectros apresentaram absor¢des caracteristicas de
deformacdes axiais O—H em aproximadamente v*™' 3375, deformacdes axiais
C-H em aproximadamente v°™' 2900, deformagdo axial C=C em

cm-1

aproximadamente v 1630, deformacbes axiais C-O de ésteres em

aproximadamente v™' 1380, deformacdo angular no plano de C-H em v°™'
1050-1030 e outras absorgcbes de baixa intensidade na regido de
aproximadamente v°™' 750-480.

A analise visual nos espectros de IV, ndo foi muito conclusiva,
pois apresentaram poucas diferengcas no espectro como um todo. Devido a
este fato e também para efeito de comparacdo com as demais técnicas, a
analise quimiométrica foi empregada.

Para a andlise quimiométrica foram excluidas as regides
destacadas na figura 4.42, que correspondem a regidao de absor¢do de OH
(v 3000 a 4000) e a regides de ruido. Os dados foram centrados na média e
como transformacdes utilizaram-se a normalizacdo dos dados e a primeira

derivada em um intervalo de 15 pontos.
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FIGURA 4.42 — Destaque para as regides excluidas dos espectros de IV

obtidos para as amostras de ginseng brasileiro

A figura 4.43 mostra o grafico de PC1 x PC2 descrevendo 70,0%
da variancia total do conjunto de dados. Analisando este gréafico observou-se a
discriminacao de trés amostras (G9, G10 e G11) por valores negativos de PC1
e PC2. Observou-se ainda o agrupamento da maioria das amostras comerciais
com o padrao P. glomerata em valores positivos de PC1 e negativos de PC2, e
mais uma vez as amostras G2 e G6 dispondo-se entre os padroes.

O grafico de escores de PC2 x PC3 (FIGURA 4.44), que descreve
20,3% da variancia total do conjunto de dados, apresentou discriminacao
semelhante as obtidas pelas técnicas de RMN, ou seja, as amostras G2 e G6

discriminaram-se do restante das amostras comerciais.
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FIGURA 4.43 - Gréfico de escores PC1 x PC2 dos espectros de IV de todas as

amostras de ginseng brasileiro.
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FIGURA 4.44 - Gréfico de escores PC2 x PC3 dos espectros de IV de todas as
amostras de ginseng brasileiro.

Por essas analises, verifica-se que as amostras G2 e G6, ja
mencionadas anteriormente, mantém-se distintas das demais e relacionando o
grafico de loadings com o grafico de escores, foi possivel verificar que as
absorcbes em destaque na figura 4.45, exercem maior peso para a
discriminagdo destas; e na figura 4.46 podem-se observar as absorcdes
responsaveis pela discriminagdo das amostras G9, G10 e G11.
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FIGURA 4.45 - Grafico de loadings PC2 x PC3 dos dados de IV, destacando as
variaveis de maior peso para a discriminagdo das amostras G2 e G6, ou seja,

as variaveis com valores positivos de PC2.
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FIGURA 4.46 - Grafico de loadings PC1 x PC2 dos dados de IV, destacando as
variaveis de maior peso para a discriminagdo das amostras G9 e G10 e G11,

ou seja, as variaveis com valores negativos em PC1 e PC2.
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Contudo, mesmo identificando as variaveis responsaveis pelas
discriminagbes apresentadas no grafico de escores, ndo foi possivel atribui-las
aos compostos presentes.

Por HCA verificou o agrupamento das amostras G9, G10 e G11
com o padrdao P. Panicutata, com um indice de similaridade de 0.407,
diferentemente dos resultados obtidos pelas duas outras técnicas empregadas
anteriormente, que agrupava as amostras G2 e G6 com este padrdao (FIGURA
4.47).
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FIGURA 4.47 — Dendrograma dos dados de IV das amostras de ginseng

e

brasileiro.
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4.2.4 - Conclusoes

A discriminagdo entre as duas espécies P. paniculata e P.
glomerata, foi obtida com sucesso pelas trés técnicas empregadas (RMN de 'H
em solugcdo, RMN HRMAS de 'H e IV) aliada & anélise por PCA e HCA. Além
de possibilitar a visualizagdo do agrupamento natural das amostras comerciais,
ou seja, permitiu concluir que a maioria das amostras comerciais analisadas
provavelmente pertencia a espécie P. glomerata, a qual é indicada pela
Farmacopéia Brasileira, mesmo com os rétulos indicando a espécie de P.
paniculata.

Pelas trés técnicas foi possivel verificar que duas amostras G2 e
G6 por PCA encontravam-se entre as duas espécies padrdo, sugerindo
tratarem-se de amostras compostos de uma mistura das duas espécies, porém
a amostras G2 apresentou maior similaridade com a espécie P. paniculata,
indicando ser a Unica amostra comercial pertencente ou composta
majoritariamente desta espécie.

RMN de 'H em solugéo foi possivel identificar os amino4cidos:
valina, alanina, treonina e o acido 4-aminobutandico e os agucares: sacarose,

S-glucose e a-glucose.
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4.3 - Malva

4.3.1- Anadlise dos extratos aquosos por RMN em solucao

Neste estudo utilizaram-se como padrées a espécies Malva
silvestris, a qual é a indicada pela Farmacopéia Brasileira; e a espécie Sida
cordifolia, que é comumente usada como substituta da primeira espécie e
conhecida popularmente como “malva branca”.

Os espectros de RMN de "H em solugéo foram obtidos utilizando
o0 mesmo procedimento empregado anteriormente, ou seja, fez-se o “cha” na
sua forma usual de ingestdo utlizando as folhas, tanto para as amostras
comerciais bem como para os padrdes. Os espectros de RMN de 'H em

solucao para as duas espécies esta apresentado na figura 4.48.

T i u...__.,._.LJL lJu
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FIGURA 4.48 — Espectros de RMN de 'H em solugédo aquosa das espécies, A-

Malva silvestris e B- Sida cordifolia.
Com uma analise visual dos espectros obtidos, diferentemente

dos outros estudos, estes se apresentaram muito distintos, podendo observar

essas diferencas em toda a extensédo do espectro.
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4.3.1.1. Caracterizacao dos metabdlitos em mistura

Feita a analise visual entre as espécies, inciou-se a
caracterizagdo dos metabdlitos presentes nos extratos aquosos, primeiramente
buscando sinais comuns as duas espécies. Desta maneira com uma analise
detalhada dos espectros de RMN de 'H foi possivel reconhecer alguns sinais
caracteristicos de aminoacidos pela presenca dos dubletos em 6 1,00 e 1.05
referente aos hidrogénios das metilas da valina(3); do dubleto em 1,33 que se
refere ao hidrogénio da metila da treonina (2) e do dubleto em 1,49 que se
refere aos hidrogénios da metila da alanina (1) (FIGURA 4.49). Foi possivel
reconhecer também os dubletos em 6 4,65, 5,24 e 5,42 referente aos
hidrogénios anoméricos da B-glucose, a-glucose e sacarose, respectivamente,
porém a intensidades destes na espéecie Malva silvestris € muito baixa, néo

permitindo atribuir todos os sinais destes agucares.

NHo oH o

A

I
55
[¢]
o]
Q
I

s.lo 2.5 2.0 15 1.0 [ppm]
FIGURA 4.49 — Ampliagdo de & 0,6 a 3.1 dos espectros de RMN de 'H em

solugcdo aquosa das espécies A- Sida cordifolia e B- Malva silvestris,
destacando os aminoécidos comuns as duas espécies: 1 — Valina, 2 —

Treonina, 3 - Alanina.
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Na espécie Sida cordifolia foi possivel reconhecer os tripletos em
0 2,31 e 3,02 que se referem aos acoplamentos dos hidrogénios ¢ com B e y
com B do acido 4-aminobutandico (FIGURA 4.50).

Acido
4-aminobutanéico

sacarose
T o glucose /- glucose J

—t———¥———— 77—
5.0 4.5 a0 3.5 3.0 25  [ppm]

FIGURA 4.50 — Ampliagdo de § 2,2 a 5,5 do espectro de RMN de 'H em

solucdo aquosa da espécie Sida cordifolia.

Para a confirmacao e identificacdo dos compostos citados
anteriormente, foi necessario concentrar os extratos aquosos, liofilizando e
redissolvendo em solvente deuterado (D.O), Desta maneira pode-se obter os
experimentos complementares, '*C, gCOSY, gHSQC e gHMBC com melhor
sensibilidade e permitir comparagdo com os dados da literatura.

A identificagdo dos aminodacidos reconhecidos pelo espectro de
RMN de 'H foi confirmado através das correlacdes 'H-'*C observadas no
experimento de gHSQC. Nas figuras 4.51 e 4.52 pode-se observar, em
destaque, as correlagdes para os hidrogénios da metila da valina com sinais
em & 1,00 e 1.05 com os carbonos em & 19,1 e 20,8 respectivamente;
correlagdo do sinal em & 1,33 com o carbono 6 22,3 (sinais da metila da
treonina) e a correlagdo do sinal em 6 1,49 com o carbono em 6 19,05 (sinais
das metilas da alanina). Para a amostra da espécie Sida cordifolia, pode-se
observar também a correlacao dos sinais em 6 2,30 e 3.02 com os carbonos &
37,2e424.
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FIGURA 4.51 - Correlagdes heteronucleares 'H-'°C observadas no

experimento de gHSQC dos aminoacidos presentes na amostra da espécie

Sida cordifolia em solucao.
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FIGURA 4.52 - Correlagdes heteronucleares 'H-'>C observadas no

experimento de gHSQC dos aminoacidos presentes na amostra da espécie

Malva silvestris em solucao

91



Resultados e discussiao

As correlacOes referentes aos aglcares (a-glucose, B-glucose e
sacarose) sO foram observadas nos espectros obtidos do extrato aquoso da
amostra S. codifolia, pois no extrato da M. silvestres, estes sinais estdo com
baixa intensidade, ndo permitindo visualizar as correlagdes.

No experimento de gHSQC pode-se observar, principalmente, as
correlagées dos hidrogénios anoméricos dos respectivos carbonos (FIGURA
4.53). As demais atribui¢coes foram feitas e os valores estdo na tabela 4.4

TABELA 4.4 — Dados de RMN para os agucares encontrados na espécie de
Sida cordifolia.

Posicao 5 'H (mult.,J em Hz) §'°C gHCSC gHMBC

o-glucose

1 5,23 (d 3,75) 94,9 C1 C1,C2eC3

2 3,51-3,59m 74,3 Cc2 C3

3 3,71-3,78 m 75,4 C3 C2,C4eC5

4 3,46 - 3,49 m 72,13 C4 C2eC5

5 3,51-3,59m 73,9 C5 C4

6 3,66 - 3,70 m 63,4 C6 C4eC5
B-glucose

1 4,65 (d 7,96) 98,8 C1 C1,C2eC3

2 3,23 (dd; 8,24 e 9,34) 76,9 Cc2 C1,C2eC5

3 3,41-3,53m 78,3 C3 C1,C2eC4

4 3,35-3,46 m 72,1 C4 C3eC5

5 3,41-3,53 m 78,4 C5 C1,C2eC4

6 3,63-3,75m 63,5 C6 C4
Sacarose

1 5,42 (d 3,87) 95,0 C1 C3,Cc2,Cc4

2 3,54 -3,60 m 74,6 Cc2 -

3 3,73-3,78 m 75,5 C3 C4

4 3,37-3,44 m 72,6 C4 C3,C6

6 3,86 (s) 63,4 C6 C5

1 3,68 (s) 64,3 C1 -

2 - 106,6 c2 -

3 4,22 (d 8,76) 79,3 C3 -

4 4,07 (s) 75,3 C4 C3, C%

5 3,90 (s) 84,2 C5 C3,Cc2
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FIGURA 4.53 - Correlagdes 'H-">C dos aclcares observadas no experimento

de gHSQC na amostra da espécie sida cordifolia em solugao.

Além dos aminoacidos e dos agucares, e apesar da complexidade

dos espectros, foi possivel também obter informacdes as respeito de alguns

metabdlitos secundarios majoritarios de ambas as espécies.

Baseando-se na literatura, e tendo o conhecimento prévio dos

compostos ja isolados para estas espécies, foi possivel caracterizar o

composto malvona A, nos extratos da espécie Malva silvestres e o composto

efedrina,

nos extratos da espécie Sida cordifolia. As estruturas sao

apresentadas na figura 4.54 (VESHKUROVA et al, 2006; KHATOON et al,

2005).

FIGURA 4.54 — Estrutura das substancias A- malvona A e B — efedrina.
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O espectro obtido do extrato da amostra de Malva silvestris
apresentou sinais de RMN de 'H caracteristico do metabdlito secundario
malvona A, confirmado pelos experimentos bidimensionais gHSQC e gHMBC
e, para completa atribuicao, foi adquirido também o espectro de RMN de '3C.

No espectro de RMN de 'H, observaram-se os dubletos em § 7,32
e 7,41 referente aos H-7 e H-8, respectivamente, com constante de
acoplamento J = 7,38 Hz (FIGURA 4.55), os singletos em 6 4,43 e 2,46
referentes aos hidrogénios grupo metoxila (H-10) e aos hidrogénios da metila
(H-9) (FIGURA 4.56).

H-7

T . . . — ; . T . — T . ; . T — . T .
7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 [ppm]

FIGURA 4.55- Ampliacdo de & 6,70 a 7,90 do espectro de RMN de 'H do

extrato aquoso da espécie Malva silvestris.

H-9
H-10

¥V +——§——+————7——+— 71—
45 40 35 3.0 25 [ppm]

FIGURA 4.56- Ampliacdo de & 2,20 a 4,60 do espectro de RMN de 'H do

extrato aquoso da espécie Malva silvestris.
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No espectro de RMN de '°C, observaram-se dois sinais em &
171,6 e 177,4 referente aos carbonos C-1 e C-4 dos grupos carbonila e os
sinais em 3 158,1, 150,0, e 149,3 que se referem aos carbonos C-3, C-5 e C-6,

ligados a oxigénio por ligagdo simples (FIGURA 4.57).

180 175 170 165 160 155 [ppm]

FIGURA 4.57 - Ampliacdo de & 147,7 a 183,3 do espectro de RMN de *C do

extrato aquoso da espécie Malva silvestris.

A confirmagcdo das atribuicbes, citadas anteriormente, e a
atribuicdo dos demais sinais de carbonos, foi feita com o auxilio dos
experimentos gHSQC e gHMBC (FIGURA 4.58) e os dados encontram-se
resumidos na tabela 4.4.
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FIGURA 4.58 Correlagdes 'H-'°C observadas no experimento de
gHMBC do extrato aquoso da espécie Malva silvestris, evidenciando as
correlagdes da malvona A.
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TABELA 4.5 - Dados de RMN para a substancia malvona A encontrada no
extrato aquoso da espécie Malva silvestris.

Posicdo & 'H (mult.,.JemHz) §'C  gHSQC gHMBC

1 - 171,6 - Cc8
2 - 138,0 - C9
3 - 159,6 - C9
4 - 177,4 - Cc8
4a - 117,1 - Cc8
5 - 149,3 - c7
6 - 150,0 - Cc7
7 7,32 (d; 7,38) 132,2 Cc7 C8
8 7,41 (d; 7,38) 132,0 C8 Cc7
8a 124,9 - Cc7
9 2,46 (s) 27,9 C9 -

10 4,43 (s) 68,9 C10 -

No espectro de RMN de 'H do extrato aquoso da amostra de Sida
cordifolia, observaram-se 0s sinais caracteristicos do metabdlito secundario
efedrina, que foi identificada pela presenca dos sinais em 6 7,18, 7.10 e 6,92
referente aos hidrogénios do anel arométicos; o dubleto em & 4,01 com J = 3,87
Hz, referente ao H-1 e os singletos referentes as metilas (H-4 e H-3) em 6 2,43
e 0,80 a 0,90 (FIGURA 4.59).
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FIGURA 4.59 - Espectro de RMN de 'H do extrato aquoso da espécie Malva

silvestris - em destaque a ampliacao das regides 6 6,70 a 7,30 € 6 0,80 a 3,10.

No experimento de gHSQC, verificou-se a correlacao direta dos
hidrogénios aromaticos (H-2’ e H6’, H-3’ e H-5" e H-4) com os carbonos em o
de 133,1 1255 e 119,1 respectivamente, e a correlagdo do sinal & 2,43
referente ao H-4 com o sinal em 6 34,12 (FIGURA 4.60). As demais atribuicdes

e correlacdes estdo na tabela 4.6
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FIGURA 4.60 Correl

acbes 'H-">C observadas no experimento de gHMBC do

extrato aquoso da espécie Sida cordifolia, evidenciando as correlagcbes da

efedrina.

TABELA 4.6 - Dados de RMN para a substéancia efedrina encontrada no extrato

aquoso da espécie Sida cordifolia.

Posicdo & 'H (mult.,.JemHz)  §'°C gHSQC gHMBC
1 - 1471 - -
2 7,15-7,22 (m) 1255 C2eC6’ -
3’ 7,07 -7,13 (m) 133,1 C3eC5 (C2eC#
4 6,86 - 6,99 (m) 119,1 c4’ -
5 7,07 -7,13 (m) 133,1 C3eC5 -
6’ 7,15-7,22 (m) 1256 C2 eC6’ -
1 4,01 (s) 71,2 C1 -
2 2,73 (d, 3,87) 44,9 C2 -
3 0,80 — 0,90 (m) 15,5 C3 -
4 2,43 (s) 34,1 C4 -
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4.3.1.2 - Anélise quimiométrica dos dados de RMN de 'H das amostras em

solucao

Com o conhecimento prévio de que os perfis espectrais das
amostras padrao sao distintos, fez-se a analise quimiométrica, com o intuito de
avaliar a eficiéncia desta andlise aplicada aos dados de RMN de 'H em
solucdo, além de verificar a autenticidade das amostras comerciais.
Ressaltando que todos os rétulos, das amostras adquiridas, indicavam a
espécie Malva silvestris.

Para realizar a andlise quimiometrica utilizaram-se os mesmos
procedimentos para a obtencdo dos extratos aquosos, bem como 0s mesmos
processamentos dos dados de RMN 'H, j& empregados no estudo das
espécies anteriores deste trabalho (embauba e ginseng brasileiro).

Desta forma gerou-se uma matriz com o0s espectros das
amostras comerciais e padrdo. Excluiram-se a regido referente ao sinal do
TMSP-d4 e as regibes com ruido, obtendo-se o gréfico de linhas apresentado
na figura 4.61.

Full Data:XFORM:Transformed (Normalize)

80

B0

Intensidade

4122 o 2409
Variaveis (ppm)

FIGURA 4.61 - Visualizagdo dos graficos de linhas dos dados RMN de 'H em

solucao apds as exclusdes necessarias.

99



Resultados e discussiao

A analise dos componentes principais foi realizada pelo
autoescalonamento dos dados e aplicando as seguintes transformadas:
normalizagcdo e primeira derivada em um intervalo de 15 pontos. O grafico de
escores PC1 x PC2 esta apresentado na figura 4.62, e descreve 87,5% de

variancia do conjunto de dados.

Malva silvestris

PC2 (20,7%)
T

Sida cordifolia

-4 | 2 | 0 z
PC1 (66.8%)
FIGURA 4.62 - Gréafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H em

solucdo das amostras de “malva”.

Observando-se o grafico de escores obtido, verifica-se que os
padrées ndo estdo discriminados, 0 que nao era esperado, pois o perfil
espectral para cada padrdo € bastante singular. Porém nota-se que trés
amostras M1, M5 e M6 estao discriminadas das demais por valores negativos

de PC1, apresentando comportando atipico.
Este mesmo comportamento foi obtido por HCA, como mostrado

pelo dendograma na figura 4.63, de maneira que com um indice de
similaridade igual a 0,761 as trés amostras também estdo discriminadas das

demais.
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FIGURA 4.63 — Dendrograma dos dados de RMN de 'H em solucdo das

amostras de “malva’”.

Desta forma, excluiram-se as trés amostras da matriz gerada e

processou-se novamente a PCA, utilizando os mesmos pré-processamentos e

transformadas, e obteve-se um novo grafico de escores que esta apresentado

na figura 4.64, com PC1 descrevendo 21,04% de variancia do conjunto de

dados e com a PC2 descrevendo 14,7%.
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FIGURA 4.64 - Grafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H em

solucdo das amostras de “malva”, apds a exclusdo das amostras M1, M5 e M6

Nestas condicdes, foi observado que os padrées estao
discriminados por PC1, Malva silvestre em valores negativos, Sida cordifolia
em valores positivos e a maioria das amostras comerciais estdo dispostas em
valores positivos de PC1, agrupando com S. cordifolia. Observa-se também
que a amostra M7 esta discriminada das demais amostras comerciais em
valores negativos de PC1 e PC2.

Relacionando os valores obtidos pelo grafico de escores aos
valores do grafico de loadings, verificou-se que as variaveis de maior peso para
a discriminagdo em valores negativos de PC1 sdo as regides com sinais
caracteristicos da Malva silvestris, principalmente os sinais em 6 7,32 e 7,41

caracteristicos da malvona A, como mostrado na figura 4.65,
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FIGURA 4.65 - Grafico de loandings PC1 x PC2 dos dados de RMN de 'H em
solucdo para amostras de malva (a), RMN de 'H destacando as variaveis com

maior peso para a discriminagdao em valores negativos PC1 (b).

Analisando o espectro da amostra M7 observa-se um alto grau de
similaridade com o padrédo Malva silvestris, apresentando apenas algumas
diferengas de intensidade e auséncia de sinais na regido aromatica (FIGURA
4.66), o que influenciou os valores negativos de PC2. Desta maneira, pode-se
sugerir que seja a unica amostra que tem os mesmos constituintes quimicos

desta espécie.

Malva silvestris

M7

T T T T T T T T T T T T T
8 & 2 [Ppm]

FIGURA 4.66 — Espectros de RMN de 'H em solucdo da amostra M7 e da

amostra padrdao M. silvestris.
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Por HCA obteve a mesma discriminagao obtida por PCA com um
grau de similaridade igual a 0,177 ou seja 0 agrupamento da amostra M7 com
a espécie Malva silvestris.(FIGURA 4.67)

1.0 [1X:] 0.6 0.4 0.z 0.
1 1 1 1 1 1

hiz1
his1
a2
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=IDaz
=101 | 1

FIGURA 4.67 - Dendograma dos dados de RMN de 'H em‘solugéo das
amostras de “malva”, apds a exclusao das amostras M1, M5 e M6.

4.3.2. - Analise das amostras intactas por RMN HRMAS de 'H

Os dados de RMN de 'H HRMAS foram obtidos utilizando o
material intacto sem nenhum tratamento prévio, apenas moido, tanto para as
amostras comerciais bem como para os padrdes.

Os espectros obtidos para dos padroes de Malva silvestris e Sida
cordifolia apresentaram resolugdo semelhante aos espectros obtidos por RMN
em solugcdo, isso deve-se ao fato das folhas das espécies de “malva’
absorverem bem a agua adicionada (3 gotas de uma solugdo de TMSP-d4 em
D,0), conferindo um aspecto pastoso, 0 que proporcionou maior movimento
molecular minimizando as interagoes dipolares e reduzindo consideravelmente
a susceptibilidade magnética causada pela heterogeneidade da amostra. E

importante ressaltar que esta foi uma caracteristica particular para as amostras
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de “malva”’. Na figura 4.68 esta4 apresentado os espectros de RMN de 'H
HRMAS, obtido para as duas espécies

S BN,

: ; : : .
6 4 [ppm]

FIGURA 4.68 - Espectros de RMN HRMAS de 'H para amostras padrdo de
“‘malva”; A — Sida cordifolia e B- Malva silvestris.

Os espectros de RMN HRMAS de 'H, apresentaram quase todos
os sinais ja identificados por RMN de 'H em solucgdo, apresentando apenas a
auséncia de alguns sinais de compostos minoritarios. Feita esta constatacéo

fez-se a andlise quimiometrica dos dados de RMN HRMAS de 'H.

4.3.2.1 - Analise quimiométrica dos dados de RMN HRMAS de 'H das

amostras intactas

Para a andlise quimiométrica foi excluida a regido espectral
referente ao sinal ao TMSP-d4 e todas as regides sem sinais, para que 0s
dados fossem autoescalados.

Também foram utilizadas transformagdes como: normalizagao e
primeira derivada em um intervalo de 25 pontos, obtendo o grafico de escores
apresentado na figura 4.69
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Malva silvestris

PC2 (5.1%)

Sida cordifolia

5 Y 2 0 2
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FIGURA 4.69 - Grafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN HRMAS
de 'H de todas as amostras de “malva’.

O grafico de escores de PC1 x PC2 descreve em PC1 83,5% de
variancia do conjunto de dados e em PC2 descreve 5.1%, totalizando 93,6% da
variancia total. Este gréfico apresenta comportamento semelhante ao
apresentado para a analise de componentes principais dos dados de RMN de
'H em solucio.

Os padroes das duas espécies ndao se discriminam e as trés
amostras M1, M5 e M6, comportaram-se novamente como outlier.

Fez a analise por HCA utilizando-se os mesmos parametros do
PCA e com um indice de similaridade igual a 0,581, e verificando-se

novamente a discriminagdo das trés amostras (FIGURA 4.70).
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FIGURA 4.70 - Dendograma dos dados de RMN HRMAS de 'H das amostras

de “malva”

i

Fez-se novamente as andlises de PCA, utilizando os mesmos
parametros empregados anteriormente, excluindo as amostras M1, M5 e M6. O
gréafico de escores obtido esta apresentado na figura 4.71, e observa-se que a
amostra M7 se agrupa com o padrao Malva silvestris em valores negativos de
PC1, sendo que a maioria das amostras comerciais se agrupa em valores
positivos de PC1 e com o padrao Sida cordifolia. Observa-se também a
discriminagdo das amostras M3 e M8, em valores positivos de PC2, causada
pela auséncia dos sinais em & 1,00e 1,05 (valina), & 1,33 (treonina e 6 1,44

(alanina).
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FIGURA 4.71 - Gréafico de escores PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H em

solugdo das amostras de “malva”, apds a exclusdo das amostras M1, M5 e M6

Por HCA com indice de similaridade igual a 0,206 obteve-se o

mesmo agrupamento, como mostrado na figura 4.72.
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FIGURA 4.72 - Dendograma dos dados de RMN HRMAS de "H das amostras
de “malva, apds a exclusdo das amostras M1, M5 e M6.
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Os resultados obtidos para os dados de RMN HRMAS de 'H
mostraram-se similares aos resultados das analises com os dados de RMN de
'H em solugao, o que corrobora com a suspeita de que as amostras M1, M5 e
M6 sejam amostras adulteradas, possivelmente, por se tratar de amostras que
pertence a outra espécie vegetal ndo utilizada neste trabalho.

Mostra-se também que a maioria das amostras comerciais
pertence a espécie Sida cordifolia, e ndao a espécie Malva silvestris como

indicado nos rotulos.
4.3.3. - Analise das amostras intactas por infravermelho
As anadlises de IV apresentaram perfis espectrais com absorgdes

similares, porém com intensidades distintas para as duas amostras padréo
(Malva silvestris e Sida cordifolia), como mostrado na figura 4.73.
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FIGURA 4.73 — Espectros de IV das amostras padrdo Malva silvestris e Sida
cordifolia.
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Os espectros apresentaram absor¢cdes caracteristicas de
deformacdes axiais O-H, em aproximadamente v°™' 3450, vibracdo de
estiramento de C—H em aproximadamente v*™' 2850 e 2920, deformacdo de
C=0 em aproximadamente v°™' 1650, deformagdo de C-H de metilas em
aproximadamente v*™' 1390, deformagdo C-N em aproximadamente v°™'
1250, mais intenso no espectro de Sida cordifolia e absor¢cdes em
aproximadamente v°™' 1050 referentes as deformacdes axiais simétricas de C—
O-C.

Como para as outras técnicas, aplicou-se a quimiometria para os
dados de 1V, sendo antes excluidas regides de v°™' 4000 a 3001 e 2827 a
1747 que nao possuiam informacdes relevantes para a discriminacdo das

amostras e foi mantido o restante do espectro (FIGURA 4.74).
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FIGURA 4.74 Gréafico de linhas dos dados de IV de todas as amostras de

“malva” apds a exclusdo das regides de v°™' 4000 a 3001 e v°™'2827 a 1747.
Para analise de PCA os dados foram normalizados, aplicada a

primeira e segunda derivada em um intervalo de 25 pontos e no pré-

processando, centrou-se os dados na média.
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O gréfico de escores de PC1 x PC2 esta mostrado na figura 4.75.
PC1 que descreve 48,6% da variancia do conjunto de dados e a PC2 que
descreve 21,2%. Neste gréafico observa-se a discriminagdo das amostras, M5 e
M6, por valores negativos de PC1 e M7 positivos de PC1 e negativos em PC2
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FIGURA 4.75 - Gréfico de escores PC1 x PC2 dos espectros de IV de todas as

amostras de “malva’”.

O dendograma resultante da analise dos dados de IV de todas
amostras de “malva” por HCA esta mostrado na figura 4.76 Ressaltando que
foram utilizados os mesmos parametros do PCA, juntamente com a distancia
Euclidiana e o método de conexao incremental. Com um indice de similaridade
igual a 0,268 as amostras M5 e M6 se discriminam das demais, porém, a
amostra M1 fica agrupada com as demais amostras e a amostra M7
discriminada em positivos de PC1 e negativos em PC2
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FIGURA 4.76 — Dendrograma dos dados de |V das amostras de “malva’.

Em seguida fez-se novamente a analise de PCA utilizando os
mesmos parametros, porém excluindo as amostras M5 e M6, que se
comportaram de maneira distinta e foram consideradas outlier. O gréfico de
escores mostra a maioria das amostras comercias se agrupando com o padrao
Sida cordifolia, em valores negativos de PC2; e a mostra M7 discriminado em
valores positivos de PC2 juntamente com o padrdao Malva silvestris (FIGURA
4.77).
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FIGURA 4.77 - Gréfico de escores PC1 x PC2 dos espectros de IV de todas as

amostras de “malva”, apds a exclusao das amostras M5 e M6
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4.3.4 - Conclusoes

Nos extratos aquosos das espécies Malva silvestris e Sida
cordifolia foi possivel caracterizar os aminoacidos: valina, treonina e alanina.
No extrato de Sida cordifolia caracterizou-se também o aminoacido acido 4-
aminobutandico e os agucares: sacarose, a-glucose e 3-glucose e o composto
efedrina. No extrato de Malva silvestris foi caracterizado o composto malvona
A.

Aliando as analises quimiométricas de PCA e HCA aos dados
obtidos pelas técnicas empregadas neste trabalho, RMN de 'H em solucéo,
RMN HRMAS de 'H e IV, verificou que duas amostras M5 e M6 provavelmente
pertenga uma espécie diferente das estudadas neste trabalho, e que a amostra
M1 apresentou resultados contraditérios, ou seja, pela analise de IV esta
agrupada com Sida cordifolia e pelos dados de RMN esta amostra esta
discriminada juntamente com as amostras M5 e M6. Pode—se dizer também
que a amostra M7, é a Unica amostra pertencente a espécie Malva silvestris.

Comparando os resultados obtidos, pode concluir que os
melhores resultados foram apresentados quando aliou-se RMN de 'H em
solucdo com quimiomentria, pois apresentou uma boa reprodutibilidade entre
as triplicatas, além de permitir relacionar os compostos com discriminacao
obtida.
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4.4 — Consideracoes finais

Neste trabalho mostrou-se que o controle de qualidade de drogas
vegetais via RMN e |V, aliado a ferramentas estatisticas como a quimiometria é
bastante viavel, ja que os espectros contém um grande numero de informacao,
e que, isoladamente ndo fornece dados conclusivos. Além disso, permitiu obter
resultados com o minimo de tratamento das amostras evitando alteragdes na
composicao das mesmas.

Através das andlises dos dados de RMN de 'H (HRMAS e em
solucao) foi possivel discriminar as espécies empregadas como padrao, bem
como as amostras comerciais, além de evidenciar as principais diferencas em
suas composicoes.

Entretanto os dados de IV aliado a quimiomentria mostraram-se
pouco satisfatérios, pois apresentaram resultados de PCA com as amostras
muito dispersas, e nao permitiram correlacionar os compostos com as
discriminagbes apresentadas.

Contudo, este trabalho apresentou apenas um indicativo das
diferencas e semelhangas quimicas entre as amostras e a sua relagdo com a
qualidade das drogas vegetais comercializadas nas regides estudadas. Para
obter um método eficaz de controle de qualidade € necessario incluir um maior
namero de amostras e considerar outras variaveis, como sazonalidade e
regionalidade abrangendo uma faixa bem maior da estudada. Além disso, obter
informacdes de através de outras técnicas, como por exemplo Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas

a fim de se avaliar a convergéncia ou ndo dos resultados aqui obtidos.
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