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RESUMO

AVALIAQAO DO EMPREGO DE TECNICAS DE RMN E IV ALIADAS A METODOS
QUIMIOMETRICOS NA INVESTIGACAO DE AUTENTICIDADE DA DROGA
VEGETAL COMERCIAL “QUEBRA-PEDRA”". A importancia das plantas medicinais e
do seu uso com fins industriais é cada vez maior. Dentre as drogas vegetais que
estdo sendo comercializadas encontra-se a “quebra-pedra”. De acordo com a
Farmacopéia Brasileira, as espécies oficialmente reconhecidas como as plantas
medicinais com as propriedades farmacologicas atribuidas a “quebra-pedra” sao:
Phyllanthus niruri e Phyllanthus tenellus. Outras espécies deste género, tais como a
P. urinaria, P. amarus e P. caroliniensis, sdo conhecidas e, na maioria das vezes,
dada as semelhancas morfoanatdmicas da planta como um todo consome-se as
diferentes espécies sem nenhum critério. Ciente disto, o presente trabalho avaliou o
emprego de técnicas espectroscépicas, tais como o IV, a RMN HR-MAS de 'H, a
RMN de 'H dos extratos aquosos e etanélicos, em conjunto com a quimiometria,
para a investigacdo de amostras comerciais de “quebra-pedra”. Através das analises
por PCA e por HCA dos dados provenientes dessas técnicas, a diferenciacao
taxondmica entre as espécies de Phyllanthus estudadas (P. niruri, P. tenellus, P.
amarus, P. urinaria e P. caroliniensis) foi obtida com sucesso por todas elas. Dentre
as técnicas avaliadas, a RMN de 'H dos extratos se mostrou a mais adequada por
ter apresentado uma maior reprodutibilidade, além de ter possibilitado, através das
analises de seus espectros, de seus experimentos complementares e comparacdes
com dados da literatura, a identificacdo de alguns metabdlitos primérios como: L-
valina, L-alanina, L-treonina, &cido-4aminobutandico, D-sacarose, a- e B-D-glucose
nos extratos aquosos e da substancia filantina no extrato etandlico. Todos os
modelos construidos empregando os métodos KNN, SIMCA e PLS-DA mostraram
uma boa confiabilidade. Quando se trabalhou com um ndamero restrito de amostras
padrdo (cinco, uma de cada espécie) as classificacbes dadas foram divergentes em
alguns casos, mas a maioria delas mostrou que provavelmente muitas das amostras
comerciais ndo seriam pertencentes a alguma das espécies de Phyllanthus aqui
estudada, nem as misturas das mesmas. No entanto, o estudo por RMN de *H dos
extratos aquosos, realizado para uma maior quantidade de padrdes, evidenciou que
um grande conjunto de dados e a variabilidade do mesmo, relacionada a fatores
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sazonais e regionais, sdo fundamentais na construcdo dos modelos. Verificou-se
ainda, a importancia da regido aromatica nas analises dos extratos aquosos. Os
sinais presentes na mesma, embora minoritarios, sdo provenientes de metabolitos
secundarios e estes sao imprescindiveis na diferenciacdo de plantas. Nesse
contexto, considerando as classificagdes mais representativas, obtidas a partir da
regido aromatica dos dados de RMN de 'H dos extratos aquosos, concluiu-se que
75% das amostras comerciais analisadas sdo P. tenellus, embora em seus roétulos
fossem descritas como P. niruri. Dessa forma, concluiu-se que as técnicas
espectroscopicas avaliadas, apresentam um grande potencial na investigacdo de
matrizes complexas como a droga vegetal estudada, sendo a RMN de *H dos
extratos aquosos, a melhor delas. Cabe ressaltar que um conjunto de dados

representativo é essencial para o sucesso do emprego de métodos de classificacao.
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ABSTRACT

EVALUATION OF EMPLOYMENT OF NMR TECHNIQUES AND IR COMBINED
WITH CHEMOMETRIC METHODS IN THE INQUIRY OF AUTHENTICITY OF THE
"QUEBRA-PEDRA" COMMERCIAL HERBAL DRUG. The importance of medicinal
plants and their use in industrial purposes is increasing. Among the herbal drugs
being commercialized there are "quebra-pedras". According to the the Brazilian
Pharmacopoeia, the recognized officially species as medicinal plants having the
attributed pharmacological properties to "quebra-pedras” are: Phyllanthus niruri and
Phyllanthus tenellus. Other species of this genus, such as P. urinaria, P. amarus and
P. caroliniensis, are also known. Usually, due to their morphoanatomyc similarities,
the different species end up consumed without any discretion. In this context, this
study evaluated the use of spectroscopic techniques, such as IR, *H HR-MAS NMR
and aqueous and ethanolic *H NMR extracts, combined with chemometrics analyses,
for inquiry commercial samples of "quebra-pedras”. Through PCA and HCA analyses
obtained from the data of these techniques, the taxonomic distinction among the
studied Phyllanthus species (P. niruri, P. tenellus, P. amarus, P. urinary and P.
caroliniensis) was successfully reached. Among the techniques evaluated, the 'H
NMR extracts was the most appropriate for presenting greater reproducibility and
have enabled, through analysis of their spectra, their additional experiments and
comparisons with literature data, the identification of some primary metabolites (L-
valine, L-alanine, L-threonine, acid-4-aminebutanoic, D-sucrose, o- and [-D-
glucose) in aqueous extracts and the compound phyllantin in the ethanolic extract. All
seventeen built models using the KNN, SIMCA and PLS-DA methods had a good
reliability. Working with a limited number of pattern samples (five, one of each specie)
the classifications were different in some cases, but most of them showed that
probably many of the commercial samples were not belonging to any of the studied
Phyllanthus species, or to mixtures of them. However, the study of aqueous *H NMR
extracts, recorded to a higher number of patter plants, showed a great and a large
variability data set, such as seasonal and regional factors, which are fundamental to
building the models. The importance of the aromatic range in the aqueous extracts
analyses was also examined. The signs in this range, although minority, are derived
from secondary metabolites, and these are essential in the plants differentiation. In

this context, considering the most representative classifications obtained from the
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aromatic range for the aqueous *H NMR extracts, it is possible to concluded that 75%
of analyzed commercial samples are P. tenellus, although in their labels were
described as P. niruri. Also it was concluded that the evaluated spectroscopic
techniques have a great potential in the investigation of complex matrices such as
herbal drugs studied and the aqueous *H NMR extracts has been the best results of
them. It is important to mention that a representative data set is essential to the
success of the employment of classification methods.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas Medicinais, Drogas Vegetais e Fitoterapicos

A importancia das plantas medicinais e do seu uso com fins industriais
€ cada vez maior. Utilizadas como drogas vegetais, as quais sdo compostas por
plantas medicinais ou suas partes, apds processos de coleta, estabilizagcdo e
secagem, podendo ser integra, rasurada, triturada ou pulverizada; como matéria-
prima para a produgédo de fitoterapicos, que sdo medicamentos obtidos empregando-
se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais ou ainda como fonte para o
isolamento de substancias naturais puras, representam uma area em franca
expansao’?.

A utilizagdo desses medicamentos € tdo antiga quanto a historia do
homem e supde-se que mais de 70% dos medicamentos derivados de plantas foram
desenvolvidos com base no conhecimento folclérico®.

No Brasil a utilizagdo de plantas medicinais antecede o seu
descobrimento, mas apenas ha algumas décadas é que se iniciou 0 processo de
regulamentagcdo do mercado de fitoterapicos no que diz respeito a produgao,
comercializagdo e controle de qualidade desses produtos®”.

Embora recentemente o Presidente da Republica, no uso da atribuigao
que lhe confere o inciso VI, alinea “a@”, do art. 84 da Constituicdo, tenha assinado o
decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, aprovando a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, que tem como objetivo geral “garantir a populacao
brasileira 0 acesso seguro e o0 uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o0 uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva e da industria nacional”, a falta de uma legislagdo bem estabelecida até a
data citada, permitiu que a utilizagdo de drogas vegetais crescesse sem qualquer
controle®. Tal crescimento resultou em diversos tipos de problemas, tais como:
auséncia de informagdes sobre possiveis efeitos toxicos causados pela planta,

misturas de plantas e contaminacdes diversas com espécies desconhecidas’. Esses
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problemas tém contribuido muito para a ma qualidade dos produtos comercializados,
sendo considerado um verdadeiro entrave no uso de plantas em terapéutica®.

O parametro “qualidade” € muito complexo quando se trabalha com
espécies botanicas e por isso € um dos maiores desafios para as industrias que
trabalham com medicamentos a base de plantas. Uma pratica utilizada para a
padronizagdo desses produtos é a identificagdo dos marcadores quimicos®. Porém
esse meétodo, na maioria das vezes, € incompleto ou insatisfatério, uma vez que nem
sempre 0s compostos considerados marcadores sdo 0s principais responsaveis pela
atividade bioldgica de interesse, pois esta pode estar relacionada ao sinergismo dos
diversos compostos presentes'’.

Considerando este fato, uma nova metodologia tem sido estudada e
desenvolvida, a qual avalia os extratos vegetais complexos em sua totalidade. Essa
nova abordagem é denominada metabolic profile e utiliza, de uma maneira geral, o
fingerprint das espécies em estudo'"'. No entanto, atualmente, sua aplicagdo ainda
nao esta devidamente estabelecida nas industrias de fitomedicamentos.

Mas apesar das dificuldades, essas industrias se expandiram. A
fitoterapia, por exemplo, constitui uma forma de terapia medicinal que vem
crescendo notadamente nos ultimos anos, ao ponto que no ano de 2003, segundo a
Organizagdo Mundial de Saude, o mercado mundial de fitoterapicos girava em torno
de aproximadamente 50 bilhdes de dodlares anuais, visto que o consumo de
medicamentos a base de plantas ja era uma pratica comum para cerca de 80% da
populacdo mundial™.

No Brasil, atualmente, esses medicamentos a base de extrato de
plantas, movimentam anualmente US$ 400 milhdes e representam 6,7% das vendas
do setor de remédios'®. Em 2010, esses medicamentos deverdo alcancar 15% da
fatia do mercado, com US$ 2 bilhdes de vendas ao ano™.

Além da crescente utilizagdo de drogas vegetais no mercado nacional,
nota-se uma grande variedade de plantas assim empregadas, uma vez que a
medicina popular consagrou o uso de muitas delas como benéficas para o
tratamento de varias doencas, embora, muitos desses produtos, sejam ainda
comercializados como “complemento alimentar” com o intuito de se esquivar da
legislacdo vigente'®.

Pelo fato de muitas das informacdes a respeito do emprego de plantas

medicinais fazerem apenas parte do folclore nacional e de que muitas plantas assim
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empregadas nunca tiveram a sua agao comprovada, o uso de drogas vegetais na
saude publica requer uma abordagem mais cientifica. Um grupo restrito delas tem o
seu estudo fitoquimico e ensaios farmacologicos para comprovar a sua eficacia, ja
bastantes avancados, porém ainda em andamento. Dentre elas, destaca-se: Arnica
montana (arnica), Aloe vera (babosa), Calendula officinalis (caléndula), Camomila
recutita (camomila), Ginko biloba (ginko biloba), Hamamelis virginiana (hamameélis),
Hypericum perforatum (hipérico), Maytenus ilicifolia (espinheira santa), Mikania
glomerata (guaco), Malva sylvestris (malva), Passiflora alata (maracuja), Phyllanthus

niruri e Phyllanthus tenellus (quebra-pedra), entre outras.

1.2. O Género Phyllanthus

O género Phyllanthus pertence a familia Euphorbiaceae e esta é
representada por, aproximadamente, 290 géneros, com cerca de 7500 espécies
distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais do globo, principalmente da
América e da Africa. No Brasil ocorrem 72 géneros e cerca de 1100 espécies, de
habito e habitat diferentes, difundidas em todos os tipos de vegetacgao'®.

As plantas do género Phyllanthus s&o nativas do continente americano
e ocorrem em todo o Brasil. Possuem uma grande variedade de constituintes
quimicos e entre as principais classes encontram-se lignanas, alcaldides,
triterpendides, flavondides e taninos?.

Pesquisas vém demonstrando varias propriedades medicinais das
plantas do género Phyllanthus, embora muitas substancias tenham sido isoladas e
nem sempre uma correlacdo entre a atividade e a estrutura quimica tenha sido
estabelecida’”'®. Algumas das substancias isoladas a partir do género Phyllanthus
que tiveram suas atividades biolégicas comprovadas, bem como espécies das quais

sao provenientes, encontram-se na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1. Substancias isoladas a partir do género Phyllanthus e suas atividades

biolégicas
A ATIVIDADE . REFERENCIA
SUBSTANCIA ISOLADA BIOLOGICA ESPECIES BIBLIOGRAFICA
vasorrelaxante e P. niruri e 20
brevifolincarboxilato de metila
OH
OH OH
0}
Hﬂ%o
oH | OH anti-plasmodial
5 e P.niruri o 21
e anti-babesial
B-glucogalina
[¢]
OF
(o]
OH
e inibidor RT + 18
resistente e P.niruri .« 22
inibidor HIV
e P.amarus
L e inibidor ACE . 23
corilagina
HsC o
(0]
T
OH o o \
O\ o o °Lo
CHj; O:( ©
CHs e HIVVER/RRE e P niruri
OH inibidor ) e 24

nirusideo

sujeitante



Introducgéo

TABELA 1.1. continuagao
A ATIVIDADE - REFERENCIA
SUBSTANCIA ISOLADA BIOLOGICA ESPECIES BIBLIOGRAFICA

o 22
e inibidor ["*°I-ET- e P. niruri . 25
1 sujeitante
e P.amarus . 26
e atividade
citotoxica « 27
e 28
o 22
e inibidor aldose * P.niruri . 23
redutase L
e P. urinaria
e 33
o 22
e inibidor ['"®I]-ET- e P. niruri e 25
1 sujeitante
e P.amarus e 27
e atividade
citotéxica e 28
e 29
e 30
e 28
) aittli\tlﬁsgreal * P.niruri - 3
e 32

lintetralina
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TABELA 1.1. continuagao
~ ATIVIDADE c REFERENCIA
SUBSTANCIA ISOLADA BIOLOGICA ESPECIES BIBLIOGRAFICA
e inibidor ACE
e inibidor RT e P.niruri o 22
resistente
inibidor HIV e P.amarus e 23
e antialérgico e P. urinaria
e analgésico
e antiinflamatério e P.niruri
e vasodilatador e P.amarus o 22
e analgésico e P. urinaria
rutina
e inibidor
mitocondrial
ATPase
e inibidor
fosfodiesterase N
e P.nirur
e inibidor
ciclooxigenase * P
carolinien o 22
OH © e analgésico SIS
e inibidor e P. urinaria

quercetina

fosforilase e
tirosine quinase
e inibidor

fosfolipase A,
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Dentre as diversas espécies de Phyllanthus encontram-se a P.niruri e a
P. tenellus. Estas, popularmente conhecidas como “quebra-pedra”, sdo descritas na
quarta edicdo da Farmacopéia Brasileira e a sua utilizagdo esta principalmente
relacionada as disfungdes ou disturbios do aparelho urinario, embora ainda néao
estejam estabelecidos os principios ativos para a atividade sobre calculos renais>*.
Outras espécies do género Phyllanthus, tais como a P. urinaria, P. amarus e P.
caroliniensis, também sao conhecidas e, na maioria das vezes, dada as
semelhangas morfoanatébmicas das folhas e da planta como um todo se acaba
consumindo as diferentes espécies sem nenhum critério. Mesmo porque, quando o
material vegetal € comercializado na forma finamente dividida das diferentes partes
da planta, a sua identificacdo torna-se dificultada.

Para facilitar a solugcdo de tais problemas, diversos trabalhos vém
sendo realizados. Takemori e Alquini® realizaram a caracterizacdo da organizagao
estrutural de algumas espécies de interesse farmacoldgico e concluiu que a analise
de caracteristicas anatomicas é um importante instrumento a ser utilizado no
controle de qualidade. Almeida et al.*® propuseram um roteiro para a coleta de dados
dos aspectos agronémicos, bioldgicos e quimicos de plantas medicinais. Webster et
al.*® desenvolveram uma metodologia para a padronizacdo de Phyllanthus niruri
subespécie lathyroides analisando-se parédmetros botanicos em conjunto com perfis

cromatograficos e Soares et al.*’

empregaram a técnica de cromatografia em
camada delgada usando como sistema de eluicdo acetato de etila: metiletilcetona:
acido formico: agua (5:3:1:1) em placas de silica gel para a obtengcdo de perfis
cromatograficos utilizados como parametros de diferenciagdo taxonémica entre
espécies de Phyllanthus. Além destes estudos que visam a diferenciacdo das

1.3® classificaram espécies de

espécies do género Phyllanthus, Dharmaraj et a
Phyllanthus niruri de acordo com sua localizagdo empregando métodos
quimiomeétricos aos dados obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho.
Pelo fato da atividade biolégica de maior interesse da “quebra-pedra”
ainda nao estar associada a um unico principio ativo ou a um complexo fitoterapico,
estudos baseados em seu fingerprint podem ser empregados para auxiliar na
diferenciagao taxondmica entre as espécies de Phyllanthus, bem como no controle

de qualidade dessa droga vegetal®.
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1.3. As Técnicas Espectroscopicas

Recentemente, técnicas espectroscopicas tais como Infravermelho (1V)
e a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) tém sido empregadas como ferramentas
analiticas alternativas nas mais diversas aplica¢des, devido ao fato de registrarem,

simultaneamente, sinais de muitos compostos quimicos®.

1.3.1. Ressonancia Magnética Nuclear

A RMN pode ser dividida, didaticamente, em trés categorias: RMN de
sélidos, de liquidos e por imagens. O interesse especifico no presente trabalho é a
RMN de liquido e a RMN de materiais heterogéneos (HR-MAS).

A primeira destaca-se pela sua classica aplicacdo na elucidacao
estrutural de compostos organicos e a segunda por aliar as vantagens da RMN do
estado sdélido as do estado liquido, utilizando-se os mesmos experimentos e
sequéncias de pulsos e fornecendo uma resolugcdo espectral semelhante a do
liquido®®. Ambas tém se mostrado extremamente Util na andlise de amostras
complexas. Além disso, o preparo de amostra dispensa processos de isolamento e
purificacdo, exigindo apenas a adicdo de um solvente deuterado e um padrao
interno. Dessa forma obtém-se informacdes a respeito de praticamente todos os
compostos presentes na amostra de uma maneira simples e rapida*'.

E importante salientar a grande diferenca entre a MAS (Magic Angle
Spinning) obtidas nas sondas convencionais e para sdlidos, e a técnica HR-MAS
(High Resolution Magic Angle Spinning) que utiliza materiais heterogéneos.
Enquanto MAS utiliza materiais solidos e finamente divididos ou particulados como
os pelets de polimeros, a HR-MAS utiliza materiais vegetais: folhas, caules, flores,
raizes, cascas e frutos e/ou animais: cérebro, rins, figado, etc. apenas cortados em
pequenos pedacos. Isso n&o significa de maneira alguma que n&o se possam utilizar
também esses materiais nas sondas convencionais. Porém nesse caso, a resolugao
espectral (largura de linha a meia altura do pico) é da ordem de algumas centenas
de Hz, enquanto nas sondas especialmente desenvolvidas para a HR-MAS a largura

de linha n&o passa de uma dezena de Hz.
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Na analise de um material vegetal fresco, ou qualquer outro sistema
heterogéneo por RMN, a informacao espectral € limitada pelo aumento da largura de
linha, impossibilitando a diferenciacdo de ressonancias individuais. Isto ocorre
porque quando o movimento molecular é restrito, trés fatores passam a influenciar
significativamente nos espectros: o deslocamento quimico por anisotropia, as
interacdes dipolares e as diferengas de susceptibilidade magnética42.

O deslocamento quimico por anisotropia consiste nos diferentes
deslocamentos quimicos dos nucleos produzidos pelas diversas orientacbes das
moléculas em relagdo ao campo magnético principal (By), gerado pelo equipamento.
Como a distribuicao eletrénica nas moléculas ndo é esférica, o0 campo magnético
sentido por um nucleo e, portanto, o deslocamento quimico, torna-se dependente da
orientacdo das ligagdes em relagao a Bo**. Em amostras com mobilidade restrita, um
mesmo nucleo produz varios deslocamentos, gerando o alargamento dos sinais dos
mesmos. Este efeito pode ser resolvido girando-se a amostra a altas velocidades.
Assim, da mesma forma que nas amostras em solucao, observa-se um sinal, que € a
média de todos os deslocamentos quimicos referentes a todas as possiveis
orientacdes em relacéo a Bo.

O acoplamento dipolar consiste na interagdo magnética dos spins
nucleares através do espaco, sem ser através de correlacbes escalares, e é
dependente da posicao relativa entre dois nucleos. Devido a esta dependéncia, o
acoplamento dipolar se pronuncia bastante em amostras heterogéneas, pois, como
o0 movimento molecular € lento, existe uma maior interacdo entre os sistemas de
spins. Dessa maneira, o campo magnético gerado por um dado nucleo pode
influenciar, aumentando ou diminuindo o campo magnético sentido por um nucleo
vizinho, fazendo com que este apresente uma extensa faixa de freqiiéncias®. Para
reduzir significativamente este efeito, basta inclinar a amostra exatamente 54,74° em
relacdo ao campo magnético principal (Bp) (Figura 1.1), uma vez que como 0s
campos magnéticos locais estdo relacionados por 3cos? -1 ao momento magnético
dos spins, quando o angulo 6 for igual a 54,74°, este termo torna-se zero, anulando
o0 momento magnético. Por este motivo este angulo € chamado de “a4ngulo magico”.
Sendo assim, se a amostra for girada na inclinagdo do angulo magico em relagdo ao
campo magnético principal (B,), 0 campo magnético local (Bic) estara bem menos

sujeito as interferéncias anteriormente citadas*’.
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Nos experimentos com giro no angulo magico, a amostra é contida
num rotor de ceramica, o qual &€ posicionado exatamente no &ngulo magico e girado

ao redor do préprio eixo com auxilio de ar comprimido ou N, gasoso (Figura 1.1).

\ Rotor
(porta amostra)

I
,
/

FIGURA 1.1. Representagao esquematica da amostra girando no angulo magico

As diferencas de susceptibilidade magnética devem-se a falta de
homogeneidade fisica nas amostras. Este efeito pode ser minimizado através da fina
moagem da amostra e sua disposig¢ao esférica no interior do rotor, como ilustrado na

Figura 1.2.

TURBINA

ESPACADOR

ROTOR DE FUNDO
CONCAVO

FIGURA 1.2. Representacao do rotor utilizado nas medidas de RMN HR-MAS

Cabe ressaltar que o ganho na resolugdo espectral nas medidas de

RMN de HR-MAS, assemelhando-se muito ao de amostras em solucdo, somente é
alcancado quando todas as condi¢cdes sao empregadas em conjunto.

Além de todos esses aspectos, ainda existe uma diferenca significativa

entre a RMN de liquidos e de sdlidos quando levamos em consideracédo os tempos de

relaxagao spin-rede (T¢) e spin-spin (T2). Na RMN de liquidos, e quando trabalha-se
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com moléculas pequenas em solventes pouco viscosos, com grande mobilidade
molecular, as velocidades de relaxacdo spin-rede e spin-spin sdo praticamente
idénticas (T4 = T2). Mas, quando ha restricdo do movimento molecular o tempo de
relaxacdo T, torna-se pequeno devido as interagcdes dipolo-dipolo que aumentam a
eficiéncia do processo de relaxacdo. Este efeito também ¢é observado para
macromoléculas biolégicas e polimeros, onde o movimento molecular é restrito,
resultando no alargamento dos sinais. A eliminacdo dos sinais provenientes de
moléculas com tempo de relaxacdo T, curto pode ser feita utilizando-se a sequéncia
de pulsos conhecida por CPMG, Carr-Purcell-Meiboom-Gill*?>. Essa seqléncia foi
desenvolvida para medir o tempo de relaxagao spin-spin e consiste na aplicagao de
um pulso de 90° seguido por um trem de pulsos de 180°(Figura 1.3). No emprego da
técnica HR-MAS, esta seqUéncia é utilizada para “filtrar” os sinais de macromoléculas
presentes na amostra, que por serem maiores e mais rigidas, possuem valores de T,
curtos fornecendo sinais alargados que acabam sobrepondo os sinais das moléculas

pequenas e de interesse*.

y
<—T—>ﬂ4—’f—>
[

—n

FIGURA 1.3. Representagao da sequéncia de pulsos CPMG (Filtro de T;), em que n

significa o numero de repeticdes e t o tempo de espera entre os pulsos de 180°

O advento da técnica HR-MAS possibilitou a realizagdo de analises
multi-discriminantes principalmente com relagao a classificacdo e quantificagcao de
misturas*®. Esta ferramenta tem sido muito empregada para a analise direta de

42,44,46

tecidos animais e vegetais e de alimentos*®*’. Estudos com farinhas de trigo

italianas, através da analise de amostras intactas via RMN HR-MAS, permitiu
distinguir diferentes cultivares de trigo, bem como a sua origem geografica % 2.
Além dessas aplicagcbes, essa técnica ainda se mostrou extremamente util na
quimiotaxonomia de liquens*® e na classificacdo de amostras comerciais de

catuaba’?.
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Além do emprego classico da RMN de liquidos nas elucidagdes
estruturais, a mesma tem sido muito utilizada para avaliacdo de extratos vegetais.
Alguns trabalhos de determinagdo de fingerprintings através da RMN aliada a
quimiometria se mostraram extremamente Uteis para a caracterizagcao de plantas e
para o controle de qualidade de medicamentos a base destas®°2.

Diversos trabalhos com RMN e quimiometria em analises de alimentos
também podem ser destacados, tais como a caracterizagado de variedades de macas
a partir de sucos®®, a origem geografica de vinhos®, o controle de qualidade de

dleos de oliva®, cerveja®, café®” e meéis™.

1.3.2. Infravermelho

Uma outra ferramenta que também tem sido muito utilizada com tais
objetivos é a espectroscopia na regido do Infravermelho®*®°. A escolha pelo uso
desta técnica no presente trabalho deve-se basicamente a trés fatores: o primeiro,
ao fato das medidas serem de facil obtengdo uma vez que, padronizadas as
quantidades de material e de KBr a serem utilizados, as medidas podem ser obtidas
sem grandes problemas; o segundo esta relacionado com o baixo custo da técnica,
sendo que a mesma podera ser mais amplamente aplicada e o terceiro € que a
técnica permite que se faca analises de materiais apenas previamente moidos,
reduzindo, assim, 0s inconvenientes causados pela manipulagdo e
consequentemente a possibilidade de ocorrer a decomposigao e/ou transformacoes

quimicas indesejaveis.

1.4. Quimiometria

Dado ao grande numero de informagdes, muitas vezes com alto grau
de semelhancga, devido a presenca de compostos em comum, que podem estar
contidas no espectro de RMN e de IV de uma unica amostra, somente o uso de

programas computacionais estatisticos permite distinguir com clareza as sutilezas
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tanto em relagcdo a variagdo dos constituintes quimicos, como quanto a sua
quantidade. Uma ferramenta valiosa € a utilizagdo de métodos quimiométricos.

A quimiometria € uma ferramenta estatistico-matematica que, em
combinagao com diferentes métodos quimicos, possibilita a analise de um grande
nGmero de variaveis em uma unica amostra®. Assim, como ilustrado na Figura 1.4,
a quimiometria vem atuando nas interfaces da ciéncia fazendo uma ligagédo entre a

quimica e outras areas como a matematica e a estatistica.

QUIMIOMETRIA

FIGURA 1.4. Representacao da atuagao da quimiometria nas interfaces das areas

da ciéncia

Para a realizagdo destas analises, basta organizar todos os dados
obtidos sobre as amostras em questdo em uma planilha, também chamada de matriz
de dados, na qual as linhas (n) se referem aos espectros das amostras e as colunas
(i) aos pontos utilizados para o processamento dos espectros dessas amostras
(variaveis). No caso dos dados de RMN, as variaveis sdo os deslocamentos
quimicos (Figura 1.5) e no caso dos dados de IV, os sinais de absorbancia. A partir
dessa matriz os dados sdo analisados de diferentes maneiras de acordo com o

meétodo quimiométrico empregado.
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Amostras - linhas

|

|

Variaveis - colunas

T T
8 7 6 s a E) 2 1 o ppm

FIGURA 1.5. llustragao da construgcao de uma matriz de dados, na qual espectros de
RMN de 'H referentes a varias amostras so as linhas e os deslocamentos

quimicos, bem como seus respectivos valores das intensidades, sdo as variaveis

Por fim, algumas operagdes matematicas prévias sédo efetuadas com o
objetivo de remover fontes de variagdes indesejaveis. As operagdes aplicadas as
variaveis sdo denominadas pré-processamento e as aplicadas as amostras,

chamadas de transformacdes.

1.4.1. Anédlises Exploratérias

As analises exploratérias s&o inicialmente utilizadas para determinar
algumas relagdes gerais entre os dados, revelando quais amostras s&o semelhantes
ou diferentes entre si através do agrupamento ou nao, respectivamente, das
mesmas.

Dentre as técnicas quimiométricas exploratorias mais comumente
empregadas pode-se citar a analise de componentes principais (Principal
Components Analysis — PCA) e a andlise por agrupamentos hierarquicos
(Hierarchical Clusters Analysis — HCA). Ambas consistem em métodos nao
supervisionados de analise multivariada dos dados.

A analise por componentes principais diminui a dimensionalidade dos

dados através da combinacao linear das variaveis originais reduzindo o numero das
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mesmas
Dessa forma, as informagdes mais relevantes ficam concentradas nas primeiras
componentes e estas sido suficientes para descrever o sistema e extrair suas
informacoes®®. A explicacdo do que cada componente principal representa pode
ser obtida através dos loadings, que séo os pesos dados a cada variavel original. O
grafico de escores da PCA €& mostrado na forma planar (Figura 1.6a) ou
tridimensional e a partir da analise do mesmo é possivel verificar o agrupamento das
amostras que sao semelhantes entre si e ainda a discriminagdo em classes.

Nas anadlises por agrupamentos hierarquicos os dados séo
apresentados de forma que se enfatize o agrupamento natural, revelando a
similaridade ou discrepancia entre eles. Os resultados sao apresentados sob a forma
de dendogramas (Figura 1.6b), em que pode ser observado o grau de similaridade
existente. Quanto mais proximas as amostras forem conectadas, maior é a

semelhanga entre as mesmas.

a)

PC2

o o0 m m > >

PC1

FIGURA 1.6. Representacado esquematica das formas de visualizagédo dos

resultados de analises exploratéria de dados: a) PCA e b) HCA

1.4.2. Métodos de Classificacao

Uma outra vantagem das analises multivariadas esta no emprego de
amostras-padrao para a constru¢ao de um modelo, a fim de reconhecer e classificar
amostras desconhecidas®®. Para isso utilizam-se técnicas de reconhecimento
supervisionado de padrdes, tais como: KNN (K-Nearest Neighbor), SIMCA (Soft
Independent Modelling of Class Analogy) e PLS-DA (Partial Least Squares -
Discrimination Analysis).

Quando se utiliza o0 método KNN, a classificagdo da amostra problema

a uma determinada classe é feita considerando-se a distancia desta em relagcao as
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amostras de uma determinada classe que estiver mais proxima. Considerando a
Figura 1.7.a) X seria classificada como B e Y como C. Portanto esse método
classifica, obrigatoriamente, as amostras desconhecidas como pertencentes a uma
ou a outra classe, sendo entdao util quando se sabe, a principio, que a amostra
pertence a uma das classes do modelo®’.

No método SIMCA, inicialmente realiza-se uma analise por
componentes principais dos dados com propriedades conhecidas (conjunto de
treinamento) para se obter o agrupamento das amostras em determinadas classes®’.
Em torno de cada classe sdo geradas hipercaixas com limites definidos de acordo
com nivel de confianga desejado. A classificagdo da amostra desconhecida é
realizada pela verificagcdo do alojamento desta dentro dos limites das hipercaixas.
Por outro lado, se a amostra desconhecida n&o for referente a nenhuma das classes
do modelo, ndo sera classificada em nenhuma das classes, o que pode ser uma
vantagem, quando pouco se conhece sobre a amostra. Como exemplificado na
Figura 1.7.b), Y se classificaria como C, uma vez que se encontra dentro da

hipercaixa referente a esta classe e X ndo seria classificada em classe alguma®’.

a) . b)

FIGURA 1.7. Representacao esquematica dos métodos de classificacdo: a) KNN
e b) SIMCA

Assim como o SIMCA, o PLS-DA pode classificar uma amostra
desconhecida como pertencente a uma ou mais classes, ou ainda a nenhuma delas.
Embora originalmente criado como um algoritmo de regresséo, o PLS (Partial Least
Squares) tem, recentemente, demonstrado éxitos quando empregado em aplicagdes
de reconhecimento de padrées®. Esta abordagem, recentemente desenvolvida, é
denominada PLS-DA por apresentar similaridades as analises discriminantes® e tem

70-72

sido utilizada em estudos de metabdlitos de sistemas biolégicos'™ ', analises de

sucos’®, de azeites’, entre outros.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho sao:

2.1. Objetivos Gerais

¢ Avaliacdo do emprego de técnicas espectroscopicas aliadas a métodos
quimiométricos para a investigacdo da autenticidade de produtos comerciais da

droga vegetal “quebra-pedra” através de analises de seus fingerprints.

2.2. Objetivos Especificos

e Aplicacdo de métodos quimiométricos, tais como as analises
exploratorias de dados (PCA e HCA) e de reconhecimento supervisionado de
padrdes (KNN, SIMCA e PLS-DA), aos dados obtidos através das técnicas de RMN
de 'H de liquido, RMN HR-MAS de 'H e IV para tracar perfis que possam
caracterizar a(s) espécie(s) de Phyllanthus envolvidas(s), buscando as principais
diferencas na constituicdo quimica dessas amostras de tal forma que elas possam
ser classificadas em grupos especificos e, desta maneira, auxiliar no controle de

qualidade da droga vegetal “quebra-pedra®;

e Realizagdo de um estudo comparativo entre as trés técnicas

espectroscopicas empregadas avaliando o potencial de cada uma delas;

e Realizacdo de experimentos complementares de RMN bidimensionais

na tentativa de caracterizar os metabalitos secundarios presentes.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Preparo das Amostras

As cinco amostras padrao (P. niruri, P. tenellus, P. urinaria, P.
caroliniensis e P. amarus), identificadas botanicamente e cultivadas em condi¢gbes
controladas, foram plantadas, colhidas e fornecidas, em janeiro de 2006, pela Dra.
Glyn Mara Figueira, responsavel pelo herbareo do CPQBA — UNICAMP, através de
um trabalho de parceria. Analisaram-se as partes aéreas (folhas e caules) juntas e
separadas.

Além dessas, foram analisadas pela técnica de RMN de liquido, mais
treze amostras botanicamente identificadas e provenientes de diferentes locais e
datas de coleta, gentilmente fornecidas pela Prof2. Dra. Lucia Regina Rocha Matrtins.

As vinte amostras comercias de “quebra-pedras” analisadas foram
adquiridas em diversas drogarias localizadas em diferentes cidades. Pela técnica de
RMN HR-MAS s6 foram analisadas dezessete delas, pois a sonda utilizada para tais
analises teve problemas durante o decorrer do presente trabalho.

Todas as amostras foram moidas em um moinho de facas TE-631
Tecnal a 14000 rpm durante 3 minutos, em seguida, passadas por uma peneira
granulométrica Granutest com abertura de 0,350 mm e, quando necesséario, pesadas
em uma balanca analitica Metler H20T.

Nas tabelas e figuras a seguir encontram-se maiores informacgdes

sobre todas as amostras estudadas no presente trabalho.

TABELA 3.1. Cdodigos designados as amostras padréo fornecidas pelo CPQBA

Espécies P.amarus  P. caroliniensis  P.niruri P.tenellus P. urinaria
Partes Aéreas pa pc pn pt pu
Folhas fpa fpc fpn fpt fpu
Caules gpa gpc gpn gpt gpu
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P. niruri

P. amarus P. caroliniensis P. urinaria

FIGURA 3.1. Fotos das amostras padrao, ainda nos canteiros, obtidas no CPQBA

TABELA 3.2. Dados das amostras padrao analisadas apenas pela técnica de RMN

de liquido
Amostra padrao Local Data da Coleta Codigo
01/2007 pnU0107
Phyllanthus niruri Séo Carlos 04/2007 pnU0407
10/2007 pnU1007
01/2007 ptu0107
Sao Carlos 04/2007 ptuo407
Phyllanthus tenellus 10/2007 ptu1007
Ribeirdo Preto - ptRP
Tatui 01/2008 ptT
. 01/2007 pal0107
Phyllanthus amarus Sao Carlos 04/2007 pau0407
Bebedouro 01/2008 paB
Phyllanthus caroliniensis Séo Carlos 01/2007 pcU0107

Phyllanthus urinaria Miracatu - puM
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TABELA 3.3. Dados das amostras comerciais

Amostra Local Caédigo
comercial 1 Jundiai / SP gpl
comercial 2 Jundiai / SP gp2
comercial 3 Araraquara / SP gp3
comercial 4 Séo Carlos / SP gp4
comercial 5 Campo Grande / MS gp5
comercial 6 Séo Carlos / SP gp6
comercial 7 Sao Carlos / SP ap7
comercial 8 Martin6polis / SP gp8
comercial 9 Séo Carlos / SP agp9
comercial 10 Séo Carlos / SP gpl10
comercial 11 Toledo / PR gpll
comercial 12 Aguas de Lindoia / SP qp12
comercial 13 Linhares / ES gpl13
comercial 14 Toledo / PR gpl4
comercial 15 Osasco / SP gpl5
comercial 16 Osasco / SP gpl6
comercial 17 Séo Paulo / SP gpl7
comercial 18 Séo Paulo / SP gpl18
comercial 19 Linhares / ES gpl19
comercial 20 Linhares / ES gp20

FIGURA 3.2. Fotos de algumas amostras comerciais: A) gpl; B) gp2; C) gp3 e D)

qp4
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3.1.1. Amostras para a analise de IV

Para as medidas espectroscépicas na regido do infravermelho,
utilizaram-se pastilhas KSCN/KBr (0,2%) e o material vegetal na propor¢ao de 1/50.

Inicialmente preparou-se a mistura de KSCN/KBr moendo-se 12,5009
de KBr e 0,025g de KSCN em um gral de agata liso. A moagem foi realizada em
partes para garantir a total homogeneidade da mistura. Esta foi armazenada em uma
estufa a aproximadamente 90 °C.

Para a preparacéo das pastilhas pesou-se 0,002g da amostra e 0,100g
da mistura KSCN/KBr previamente preparada. Misturou-se ambas as massas
também em um gral de agata liso e, em seguida, as mesmas foram prensadas sob 8

toneladas durante 10 minutos, obtendo, assim, um disco translucido.

3.1.2. Amostras para a anélise de RMN HR-MAS de 'H

Utilizou-se, para cada analise, uma quantidade de amostra moida
suficiente para preencher o volume do rotor (12uL) empregado nesta técnica. Ao
mesmo também foram inseridas duas gotas de uma solucao 0,016% de TMSP-d4
([(CH3)3SiCD,CD,COO'Na']) em D,O para a calibragido dos espectros e o ajuste da
homogeneidade do campo magnético principal, respectivamente. O excesso da

solucgéo foi expelido depois de se conectar o insert e fechar o rotor.

3.1.3. Amostras para as analises de RMN de liquido

3.1.3.1. Medidas de *H dos Extratos Aquosos

Para as andlises de RMN de 'H dos extratos aquosos (chas)
realizaram-se infusées por 10 minutos, onde se utilizou 0,300 g de amostra
previamente moida para 10 mL de agua em temperatura de ebulicdo. Fez-se a
filtracdo e em seguida, apos ter atingido a temperatura da sala de RMN (20°C), uma
aliquota de 0,6 mL do extrato obtido foi transferida para um tubo de ressonancia, e a
esse, adicionaram-se duas gotas de uma solucdo 0,16% de TMSP-d4 em D,O com

a mesma finalidade das analises de RMN HR-MAS.
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3.1.3.2. Medidas de 'H dos Extratos Etandlicos

Para as anélises de RMN de *H dos extratos etanélicos, uma massa de
600 mg de amostra ficou embebida em 10 mL alcool etilico absoluto durante uma
hora e meia. Apés a filtracdo, evaporou-se o0 solvente a 40°C utilizando um
evaporador rotatério Buchi Waterbath B-480. Dissolveu-se o extrato sélido em 0,6
mL de metanol deuterado e em seguida, apés sua transferéncia para o tubo de

ressonancia, adicionaram-se vapores de TMS.

3.1.3.3. Medidas de *C e Experimentos Bidimensionais

Preparou-se o extrato aquoso conforme descrito no item 3.1.1.1. e em
seguida liofilizou-se o mesmo em um liofilizador E-C Modulyo. Apds seco,
redissolveu-se o extrato em agua deuterada e, apds sua transferéncia para o tubo
de ressonancia, adicionaram-se duas gotas da mesma solucdo TMSP-d4 utilizada

para a aquisicdo das medidas de RMN *H de liquido.

3.2. Obtencao das medidas espectroscopicas

Todas as medidas foram obtidas em triplicatas na tentativa de se
avaliar a reprodutibilidade das mesmas, bem como, de se aumentar sua

representatividade na andlise quimiométrica.

3.2.1. Medidas de |V:

As medidas espectroscopicas na regido do infravermelho foram
realizadas em um equipamento marca BOMEM, modelo da série MB, operando na
faixa de 400 a 4000 cm™. Obtiveram-se as medidas, realizando-se 32 varreduras

(NS) com uma resolucdo de 4cm™, 20 scans/min e utilizou-se a funcdo coseno para



Materiais e Métodos 23

apodizacdo e correcdo de linha de base automatica. O equipamento utilizado

encontra-se disponivel no laboratério de analises do DQ-UFSCar.

3.2.2. Medidas de RMN

As medidas de RMN foram executadas em um equipamento DRX 400
BRUKER de 9,4 Tesla (400,21 MHz para a frequéncia do hidrogénio), localizado no
Laboratério de RMN do DQ-UFSCar, utilizando: uma sonda multinuclear de
observacdo direta de 5 mm, para a aquisicdo dos espectros de *3C; uma sonda
HR/MAS de 4 mm de diametro com canais para ‘H, *C, ?H (“lock”); rotor de zirconia
4 mm de diametro externo e unidade pneumaéatica controladora do sistema de giro da
amostra para a aquisicdo dos espectros de *H HR-MAS e uma sonda BBl 5mm de
diametro interno, com detecc¢ao inversa e bobinas geradoras de gradiente de campo

na coordenada z, para as demais aquisicoes.

3.2.2.1. RMN HR-MAS de 'H

Os espectros de HR-MAS de 'H foram adquiridos a uma rotacdo de
5000 Hz, realizando-se 256 varreduras (NS) com 32k pontos (TD), 1,4s de espera
entre cada aquisicdo (d1) e esta teve um tempo total de aproximadamente 2,9 s.
Empregou-se a sequéncia de pulsos conhecida por CPMG com pré-irradiagdo por
ondas continuas durante o intervalo de tempo apés a aquisicao e o inicio do primeiro
pulso, utilizando um tempo de intervalo de eco (d20) igual a 1ms repetindo-se em
150 ciclos e uma atenuacgéo de poténcia para a pré-saturacao (PL9) de 60dB. Para o
processamento 32k pontos também foram empregados, multiplicacdo exponencial
comum |Ib = 1,0 Hz e a corre¢ao da linha de base foi feita manualmente.

3.2.2.2. RMN de liquido

3.2.2.2. a) Extratos AqQuos0s

Para as medidas de 'H dos extratos aquosos, empregou-se a
sequéncia de pulso noesyprld para a pré-saturacdo do sinal da &gua. Foram
realizadas 64 varreduras (NS) com 64k pontos durante a aquisi¢ao (TD). Esperou-se

1,8 segundos entre cada aquisicdo (dl) e esta teve um tempo total (AQ) de
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aproximadamente 5,5 segundos. A atenuacdo de poténcia para a pré-saturacao
(PL9) foi de 50dB e o mixing time (d8) igual a 100 milissegundos. Os espectros
foram processados com 64k (SI), utilizando-se uma multiplicacdo exponencial com
um Ib = 0,3 Hz e corre¢cdo manual da linha de base.

Os espectros de *C foram adquiridos com o programa de pulsos
zgpg30, com tempo de aquisicdo de 0,683 s (AQ), tempo de espera entre cada
aquisicdo de 101 ms (dl) e numero de pontos na aquisicdo de 32k (TD). O
processamento foi realizado com 32k pontos (Sl), utilizando-se uma multiplicagéao
exponencial com um Ib = 3,0 Hz e correcdo automatica da linha de base.

Os experimentos bidimensionais com gradiente de campo (gCOSY,
gHSQC e gHMBC) foram realizados empregando as sequUéncias de pulso
cosygpprgf, hsqcetprgp e hmbcgplpndprgf, com 48, 104 e 196 varreduras e largura
espectral em F1 (SWHF1) de 5208, 20121 e 23981, respectivamente. Todos foram
adquiridos utilizando-se 4k pontos em F2 (TDF2) e 256 pontos em F1 (TDF1), uma
largura espectral em F2 de 5208 Hz (SWHF2), tempo de espera (d1) de 1.0s, tempo
de aquisicdo de aproximadamente 393 ms e processados com 2k pontos em F2
(SI2) e F1 (SI1).

3.2.2.2. b) Extratos Etandlicos

Para as medidas de 'H dos extratos etandlicos, empregou-se a
sequéncia de pulso zgcppr, para a pré saturacao do sinal da agua proveniente do
solvente. Foram realizadas 32 varreduras (NS) com 64k pontos durante a aquisicédo
(TD). Esperou-se 1,8 segundos entre cada aquisi¢ao (d1) e esta teve um tempo total
(AQ) de aproximadamente 5,86 segundos. A atenuacdo de poténcia para a pré-
saturacao (PL9) foi de 60dB. O processamento foi realizado de maneira analoga a
descrita para 0s extratos aquosos.

Os mesmos experimentos bidimensionais com gradiente de campo
(gCOSY, gHSQC e gHMBC) foram realizados. Empregaram-se as sequéncias de
pulso cosygpqf, hsqcetgp e hmbcgplpndgf, com 20, 40 e 80 varreduras e com uma
largura espectral em F1 (SWHF1) de 5995, 20121 e 23981, respectivamente. Todos
foram adquiridos utilizando-se 4k pontos em F2 (TDF2) e 256 pontos em F1 (TDF1),
uma largura espectral em F2 de 5995 Hz (SWHF2), com um tempo de espera de
1,0s, tempo de aquisicéo de 342 ms e processados com 2k pontos em F2 (SI2) e F1
(SI1).



3.3. Tratamento Quimiomeétrico

As andlises quimiométricas dos dados foram efetuadas através do
programa computacional Pirouette®, versdo 3.11, da Infometrix, com excecdo das
analises de PLS-DA que foram efetuadas na verséo 4.0.

Para a construcdo da matriz dos dados de RMN, inicialmente
armazenaram-se 0s espectros na extensao “dx” utilizando para isso o software
WINNMR (v.3.11, Bruker GmbH, Germany). Esses espectros foram importados para
o programa Origin®, armazenados com a extensdo “dat” e por fim inseridos no
programa quimiométrico. A matriz dos dados de IV foi construida de maneira
semelhante, porém o0s espectros na extensao “dat” ja foram armazenados no proprio
software de processamento dos espectros (Win-Bomem Easy, versao 3.02 level II).
Na matriz final, ap0s sua transposicao, todas as amostras referem-se as linhas e as
absorcdes e os deslocamentos quimicos, referem-se as colunas, no caso de dados
de IV e RMN, respectivamente.

No pré-processamento de todas as analises quimiométricas, os dados
de IV foram centrados na média enquanto que os de RMN, autoescalados.
Utilizaram-se as seguintes transformacdes: segunda derivada a cada 25 pontos e
normalizac&o pela norma l;, nos dados de IV; normalizacdo pela norma I; e primeira
derivada a cada 25 pontos, nos dados de RMN HR-MAS de 'H e normalizacéo pela
norma l;, para os dados extratos aquosos. Em todas as analises por agrupamentos
hierarquicos utilizou-se a distancia euclidiana e para todas analises de SIMCA e de
PLS-DA, 95% de confianca. Para essa ultima ainda se empregou a validagéo

cruzada em todas as analises.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados de |V

4.1.1. Analises Espectroscopicas

As medidas de IV foram obtidas diretamente do material vegetal
previamente moido, dispensando os processos de extracdo e/ou isolamento,
reduzindo, assim, decomposicao e/ou transformacgdes quimicas indesejaveis.

Para a realizagdo das analises espectroscopicas na regido do
infravermelho utilizou-se um padrao interno para posterior comparagao entre as
intensidades das absor¢coes das diferentes amostras. Baseado em dados da
literatura, escolheu-se o tiocianato de potassio (KSCN), pois este, além de nao
apresentar absorgdes nos mesmos comprimentos de onda que as amostras, possui
importantes caracteristicas, tais como: ndo apresentar toxicidade; ser estavel ao
calor excessivo; ter facilidade de redugédo granulométrica por moagem e apresentar
uma Unica absorgao (aproximadamente em v°™' 2063), sendo esta bem definida’ .

Todos os espectros, como se pode observar nas Figuras 4.1 a 4.8,
apresentaram absorc¢des caracteristicas de deformacgdes axiais (estiramento) O-H
em aproximadamente v°™' 3375. Porém, como estas podem ser provenientes de
moléculas de agua presentes devido a higroscopicidade do KBr, do padréo interno e
da amostra, essa absorcao foi desconsiderada nas analises. Nao foi conveniente
realizar a secagem das pastilhas em luz de alta poténcia, pois a mesma poderia
decompor o material de analise. Observou-se também a presenca de absorg¢des
caracteristicas devido as deformagdes axiais C—H em aproximadamente v°™" 2900,
C=0 de ésteres em aproximadamente v°™' 1730, C=0O de amidas e deformagao
angular N-H em aproximadamente v™11625, C—N de amidas em aproximadamente

v*™ 11400, C-N de aminas em aproximadamente v*™' 1250 e C-O de ésteres/éter
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em aproximadamente v™' 1100 além de outras absorcdes na regido de “impressao

digital”.
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FIGURA 4.1. Espectro de IV (transmitancia/numero de onda) da amostra padrao

P. niruri
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FIGURA 4.2. Espectro de IV (transmitancia/numero de onda) da amostra padrao

P. tenellus
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FIGURA 4.3. Espectro de IV (transmitancia/numero de onda) da amostra padrao

P. amarus
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FIGURA 4.4. Espectro de |V (transmitancia/numero de onda) da amostra padrao P.

caroliniensis
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FIGURA 4.5. Espectro de IV (transmitancia/numero de onda) da amostra padrao

P. urinaria
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FIGURA 4.6. Espectros de IV (transmitdncia/numero de onda) das amostras

comerciais: A) gp1, B) qp2, C) gp3 e D) gp4
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FIGURA 4.7. Espectros de IV (transmitadncia/numero de onda) das amostras
comerciais: A) qp5, B) qp6, C) qp7, D) gp8, E) qp9, F) qp10, G) gp11 e H) gp12
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FIGURA 4.8. Espectros de IV (transmitdncia/numero de onda) das amostras
comerciais: A) qp13, B) qp14, C) qp15, D) qp16, E) qp17, F) qp18, G) gp19 e H)
qp20

Como esperado, pbde-se observar uma grande similaridade entre os
espectros das amostras padrdes e destas com a maioria das amostras comerciais.

Observou-se, ainda, que as amostras padrdo de P. niruri e de P. urinaria
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apresentaram absor¢cdes mais intensas que as demais, assim como as amostras
comerciais qp3, qp10 e gp11.

Realizaram-se também analises das folhas e caules, separadamente,
para cada uma das espécies estudadas, pois as diferentes propor¢coes desses nas
amostras comerciais poderiam interferir significativamente nos resultados das
analises quimiométricas, uma vez que a presenca e a quantidade dos constituintes
quimicos em determinadas partes da planta variam. Desta forma, obtiveram-se os
espectros das folhas e caules (Figuras 4.9 a 4.13) e os dados foram posteriormente

adicionados as analises quimiométricas.
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FIGURA 4.9. Espectros de IV (transmitdncia/numero de onda) da espécie P. niruri:

A) folhas e B) caule
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FIGURA 4.10. Espectros de IV (transmitancia/numero de onda) da espécie P.

tenellus: A) folhas e B) caule
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FIGURA 4.11. Espectros de IV (transmitancia/numero de onda) da espécie P.

amarus: A) folhas e B) caule
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FIGURA 4.12. Espectros de IV (transmitancia/numero de onda) da espécie P.

caroliniensis: A) folhas e B) caule
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FIGURA 4.13. Espectros de IV (transmitancia/numero de onda) da espécie P.

urinaria: A) folhas e B) caule



Foram observadas nas figuras anteriores, além das mesmas absor¢des
discutidas anteriormente, diferengas no perfil espectral de folhas e caule de cada
uma das espécies.

A analise visual de todos os espectros nao foi muito conclusiva, pois
foram observadas apenas sutis diferencas entre os mesmos; isso se deve ao fato da
presenca de muitos compostos gerar informagbes complexas e em grande
quantidade, como pode ser observado através da superposi¢cdo de sinais, o que

torna a analise dificultosa. Em decorréncia disso, empregou-se a quimiometria.

4.1.2. Analises Quimiométricas

4.1.2.1. Andlises Exploratérias

Para as analises quimiométricas utilizaram-se os dados de absorbancia
de todas as amostras e nao os de transmitancia. Isto € necessario, pois as
componentes principais, na Analise de Componentes Principais (PCA), sao obtidas
através da combinagdo linear dos dados originais que se encontram
correlacionadas, portanto o dado a ser analisado tem que variar linearmente com a
concentragao para que nao ocorram alteragdes nos dados originais.

A principio realizou-se analise por componentes principais somente
dos padrbes para verificar se ha distincdo entre os mesmos e assim utilizar esta
informacéao para a posterior construcdo de modelos de classificacio.

Foram excluidas regides que nao possuiam informagdes relevantes
para a discriminacdo das amostras. Excluiram-se as absorcdes em v¢™' 4000 a
2993, pois a mesma pode ser proveniente de moléculas de agua, conforme discutido
anteriormente, e ruidos em v*™" 2819 a 1753 e 935 a 400. A matriz gerada apos as
exclusoes e utilizada nas analises quimiométricas continha 15 linhas (5 amostras em
triplicatas) e 514 colunas (variaveis).

No pré-processamento, centraram-se os dados na média. Esta
manipulagdo matematica traz a origem dos eixos para o zero do grafico facilitando a
visualizacdo das correlacbes entre as amostras e, devido a isso, € recomendada

para a maioria dos tipos de dados®. Como transformacdes utilizaram-se a segunda
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derivada para corregdes na linha de base e normalizagédo pela norma I, a qual torna

unitaria a area sob cada um dos espectros, minimizando as diferencas de

concentracdo que podem nao ser intrinsecas da amostra.

Nas Figuras 4.14 a 4.16, visualiza-se o grafico de linhas, o qual é

constituido pelas absor¢des consideradas

padrdo, sobrepostas, bem como a melhora no mesmo apdés o emprego das

transformadas.

nas analises quimiométricas das amostras

m P.niruri  m P.tenellus m P.amarus

m P. caroliniensis P. urinaria

Response (E +04)

13211

1706,8

Yariable

FIGURA 4.14. Grafico de linhas dos dados de IV dos padrbes

® P.niruri  m P.tenellus m P.amarus

m P. caroliniensis P. urinaria

0.008

Respanse

0.002

-0.002

13211

17068
Wariable

FIGURA 4.15. Grafico de linhas dos dados de IV normalizados dos padrdes
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m P.niruri  m P.tenellus m P.amarus

m P. caroliniensis P. urinaria

0.005

Response

0.000

-0.005

1321,1 1706,8
Variable

FIGURA 4.16. Grafico de linhas dos dados de IV dos padrdes apds transformadas:

segunda derivada e normalizado pela norma I;

A analise por componentes principais foi realizada utilizando o posto
quimico igual a 4 (A = 4). Esta escolha foi feita baseando-se nos valores de
variancias observados no grafico representado na Figura 4.17, bem como na tabela
de autovalores que também pode ser observada na mesma figura. Essa quantidade
de componentes principais foi suficiente para descrever os dados analisados com

87,97% de informagdes dos dados originais.

Fator % Acumulada
42,555603
66,229973
80,062637
87,975060
92,824783

0.0010+

AP ON -

Variance

0.0005~

0.0000~

T T T T T T T
1 3 a 7 9
#of Factors

FIGURA 4.17. Grafico de variancia e tabela de autovalores referente ao PCA dos

dados de IV das amostras padrao
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Analisando-se o grafico de escores, obtido através da Analise por
Componentes Principais e representado na Figura 4.18, observou-se a formacéo de
cinco grupos, cada um deles correspondendo a uma das espécies analisadas. A
amostra de P. niruri foi descrita por valores positivos de PC1 e de PC2, a P. urinaria
por valores positivos de PC2, a P. caroliniensis por valores negativos de PC1 e
positivos de PC2, a P. tenellus por valores negativos de PC2 e a P.amarus por
valores positivos de PC1 e negativos de PC2. Nota-se também a proximidade entre
as amostras P. tenellus e P. amarus e entre P. urinaria e P. niruri. Estas ultimas
apresentaram, conforme discutido anteriormente, absor¢cées mais intensas que as

demais e este fato provavelmente contribuiu para a proximidade observada.

P. urinaria © s

<>'pub
<>puc

e
P. niruri

P. caroliniensis

0.005+

0.000+

Factor2

-0.005+

e
Opaboa

P. tenellus «—
00109 P. amarus

T
0.01

-0.01

Factorl

FIGURA 4.18. Grafico de escores PC1 x PC2 (42,56% e 23,67 %, respectivamente)

dos dados de |V das amostras padrao

Observando o grafico de loadings verificou-se que as variaveis de
maior peso para a obtencdo da diferenciagdo taxondmica praticamente se
encontram todas na regido de impressao digital, além das absorgbes em
aproximadamente v°™' 1700 e 2900, como pode ser visualizado na parte destacada

em branco na Figura 4.19.
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FIGURA 4.19. Acima, grafico de loadings PC1 e PC2, linha preta e vermelha

respectivamente, dos dados de |V dos padrbes destacando em branco as variaveis

de maior peso e relacionando-as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo

A diferenciagcdo taxond6mica entre as espécies também foi obtida

através da analise por agrupamentos hierarquicos com indice de similaridade igual

0,458. Esta analise foi realizada utilizando o método group average no pré-

processamento dos dados e o dendograma resultante esta representado na Figura

4.20.
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FIGURA 4.20. Dendograma referente a analise por agrupamentos hierarquicos dos

dados de IV dos padrdes
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Adicionando os dados dos caules e folhas a matriz, esta passou a ter
mais 30 linhas totalizando 45 linhas. As mesmas 514 variaveis foram analisadas e o
posto quimico escolhido foi 2, pois este descreveu os dados analisados com 70,73%

de informagao dos dados originais, como pode ser observado na Figura 4.21.

Fator % Acumulada
1 53,789322
2 70,733788
0.008+
3 81,246796
4 87,390610
5 91,212318

Variance

0.004+

0.000—

T
1 3 i 7 9

# of Factors

FIGURA 4.21. Grafico de variancia e tabela de autovalores referente ao PCA dos

dados de IV dos padrdes, bem como de seu caule e suas folhas

O grafico de escores obtido através da analise por componentes
principais esta representado na Figura 4.22. Nesta observa-se a nitida separagao
dos caules das demais amostras em valores positivos de PC1, o agrupamento das
folhas (circuladas uma a uma com uma linha tracejada) com as amostras padréao,
confirmando que na composi¢cao das amostras padrao havia mais folhas que caules
e ainda, em PC2, uma tendéncia de diferenciacdo taxondmica independente da
parte da planta. Esta diferenciacdo pode ser mais bem visualizada no grafico de
escores tridimensional (Figura 4.23), no qual se podem notar cincos grupos distintos

referentes as cinco espécies estudadas.
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FIGURA 4.22. Grafico de escores PC1 x PC2 (53,79% e 16,94%, respectivamente)

dos dados de IV das amostras padrao, bem como de seu caule e suas folhas
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FIGURA 4.23. Grafico de escores PC1 x PC2 x PC3 (53,79%, 16,94% e 10,51%,

respectivamente) dos dados de IV das amostras padrdao, bem como de seu caule e

suas folhas
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4.1.2.2. Construgdo dos Modelos Quimiométricos

Para a construcdo dos modelos utilizaram-se tanto os dados das
amostras padrées como um todo, quanto os dados de caules e folhas. Excluiram-se,
aleatoriamente, cinco replicatas, uma de cada amostra, para a posterior validagao
dos mesmos. As cinco classes utilizadas referem-se as cinco espécies de

Phyllanthus estudadas, conforme mostra a Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Espécies de Phyllanthus e suas respectivas classes

amostra classe
P. amarus 1
P. caroliniensis 2
P. niruri 3
P. tenellus 4
P. urinaria 5

Primeiramente construiu-se o0 modelo pelo método KNN com 1 vizinho
mais proximo, pois com esse valor ndo ha erros de predi¢cao, conforme mostra a
Figura 4.24.

Misses
o

Kth Neighbor

FIGURA 4.24. Grafico mostrando os erros do modelo KNN de predicdo dos dados de
v

O modelo SIMCA foi construido a partir das analises por componentes

principais para cada classe (espécies) individualmente e estimaram-se os postos
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quimicos para cada uma delas a partir dos graficos de variancia e/ou das tabelas de
autovalores. Esses se encontram na Figura 4.25. Para todas as classes optou-se
trabalhar com duas componentes principais devido ao numero reduzido de amostras

e ao fato de que com esse posto tem-se, para todas as classes, mais de 85% dos

dados analisados.

1000+

1000~

Fator Acumulada Fator Acumulada

1 75,721695 1 75,391029

2 85,050003 2 87,720215

2000+ 3 92,478081 20004 3 96,293274

4 97,539536 4 98,577019

. 5 99,304047 . 5 99,574432
6 99,728378 6 99,801544
£ 7 100,000023 g 7 99,999969

#of Factors
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1000+

1000+

Fator Acumulada Fator Acumulada

1 76,820244 1 77,933563

2 88,399445 2 91,607071

0 3 95,801376 20004 3 96,161484

4 98,036484 4 98,446289

2 5 99,109665 2 5 99,408554
§ 6 99,736465 § 6 99,828842
> 7 99,999969 > 7 99,999977

#of Factors

#of Factors
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No s wN =

Wariance

1000~

Acumulada
78,716797
93,380943
95,575500
97,235542
98,861038
99,720169
99,999947

E) #of Factars

FIGURA 4.25. Graficos de variancia e

tabelas de autovalores para as

classes: A) P. caroliniensis; B) P.niruri;

C) P. tenellus; D) P. urinaria e A) P.

amarus

Outras informagdes adicionais que o método SIMCA fornece sao os
residuos e distancias interclasses. Essa primeira indica quao similares as amostras
de uma determinada classe sao entre si e quao diferentes sdo das demais. Dessa

forma, quanto menor forem os valores, como os apresentados na Tabela 4.2, mais
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similares sdo as amostras. A segunda revela a distancia de uma classe a outra.
Assim, quanto maiores forem os valores, como os apresentados na Tabela 4.3, mais
distantes estido as classes e, portanto, mais confiavel € o modelo.

Como se pode observar nas Tabelas 4.2 e 4.3, os valores dos residuos
interclasses sdo bem menores para as amostras de uma mesma classe que 0s
valores para amostras de outras classes. Além disso, os valores de distancia
interclasses séo todos satisfatérios, uma vez que, segundo o Manual do software
Pirouette®®, as classes sdo consideradas separadas quando apresentarem
distdncias maiores que trés (3). Esses dois fatores implicam em uma boa

confiabilidade no modelo construido.

TABELA 4.2. Valores dos residuos interclasses no SIMCA dos dados de IV

CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
CS1 0,305006 2,724181 1,409281 1,855821 1,857077
CS2 2,770033 0,458386 2,272858 1,958165 2,656390
CS3 1,999750 3,572448 0,403785 2,930932 2,335159
CS4 2,001326 1,969444 1,713273 0,415438 2,029351
CS5 1,887190 2,179898 1,288142 1,683789 0,343453

TABELA 4.3. Valores das distancias interclasses no SIMCA dos dados de IV

CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
CS1 0,000000 6,056341 3,834535 4,295804 4,764164
CS2 6,056340 0,000000 5,931413 3,489338 4,999383
CS3 3,834535 5,931413 0,000000 4,860062 4,030944
CS4 4,295804 3,489339 4,860062 0,000000 3,892037
CS5 4,764164 4,999383 4,030944 3,892037 0,000000

Para a construgdo dos modelos PLS-DA também foram realizadas
analises por componentes principais, no intuito de se obter a maxima distancia entre
as classes e a minima distancia entre amostras de uma mesma classe. Além disso,
0os parametros obtidos através da PCA (X) sdo utilizados, juntamente com as
informacgdes das classes (Y), para a construgado da reta, a qual sera empregada na
comparagao das amostras comerciais com as classes criadas. A escolha do posto

quimico utilizado nas PCA de cada classe foi feita baseando-se, além nos valores de



variancia, em alguns outros parametros estatisticos tais como: SEC (Standard Error
of Calibration), PRESS Cal (Predicted Residual Error Sum of Squares of Calibration),
SEV (Standard Error of Validation), PRESS Val (Predicted Residual Error Sum of
Squares of Validation), r Cal (coeficiente de regressdo de calibragdao) e r Val
(coeficiente de regressao de validacao).

Estes s&o originados a partir da validagédo cruzada, a qual é realizada
da seguinte maneira: uma amostra é deixada fora uma vez e o erro de previsao é
calculado por um modelo construido com as amostras remanescentes. Isto é
repetido até que todas as amostras sdo deixadas fora uma vez. Dessa forma se
avalia a magnitude dos erros de previsao para um dado conjunto de amostras usado
na constru¢cao do modelo de calibragao.

Considerando os quatros primeiros parametros estatisticos citados
anteriormente, pode-se admitir que quanto menores seus valores, melhor o modelo,
uma vez que todos eles se referem a erros, os dois primeiros aos erros de
calibracdo, enquanto que os outros dois, aos de validagdo. Em relacdo aos
coeficientes de regressao (calibragédo e validagdo) quanto mais proximos de um (1),
melhor € a correlagdo entre os valores reais e os previstos. A quantidade de
componentes principais escolhida para cada classe, bem como os paréametros

estatisticos utilizados para a escolha das mesmas, estdo mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Dados referentes ao modelo de classificacdo PLS-DA construido a partir
dos dados de IV

Amostra P. amarus P. caroliniensis  P. niruri P. tenellus P. urinaria

Fator 5 4 5 5 5
Variancia 0,000691 0,001243 0,001310 0,001061  0,002892
Porcentagem | 3,382475 6,081892 6,408163 5,191236 14,148916
Acumulada [86,815422  81,554977 89,121719 86,657547 87,867958
SEV 0,158525 0,105873 0,129692 0,161553  0,211372
PRESS Val 1,005202 0,448362 0,672799 1043979  1,787128
r Val 0,918794 0,964345 0,945994  0,915384 0,853610
SEC 0,125551 0,083413 0,099160 0,119700  0,153449
PRESS Cal 0,535944 0,243523 0,334310 0,487155  0,800586
r Cal 0,957214 0,980790 0,973532 0,961188  0,935365
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Todos os modelos classificaram corretamente todas as cinco amostras
utilizadas na validagdo externa, conforme mostra a Tabela 4.5. Os numeros de
classificagado correspondem as espécies de Phyllanthus, conforme foi mostrado na
Tabela 4.1.

Tabela 4.5. Resultados da validacao externa para os dados de IV

Amostra Classificacao (classe)
(codigo)* KNN SIMCA PLS-DA
paa 1 1 1
pcb 2 2 2
pnc 3 3 3
fpta 4 4 4
gpuc 5 5 5

*a ultima letra refere-se a replicata

4.1.2.3. Classificacdo das Amostras Comerciais

Confirmada a eficiéncia dos modelos, partiu-se para a classificagao das
amostras comerciais. Na Tabela 4.6 encontram-se os resultados obtidos. Os
numeros de classificagdo correspondem as espécies de Phyllanthus estudadas,
conforme foi mostrado na tabela 4.1 e o “0” significa que a amostra nao foi
classificada em classe alguma.

Observa-se que apenas uma amostra desconhecida, foi classificada
igualmente, independentemente do modelo. Nota-se também, que em 20% das
amostras comerciais analisadas, as classificagcbes foram divergentes e, ainda, que
em 75% das amostras comerciais analisadas, a classificagdo dada, por dois dos trés
modelos, foi a mesma. Embora, cada modelo quimiométrico tenha suas limitagdes,
estes fatos podem estar relacionados a mistura de espécies de plantas diferentes
(Phyllanthus ou n&o).

Cabe, ressaltar que nenhuma amostra foi classificada como a espécie
P. niruri por qualquer um dos métodos de classificagdo empregados, sendo que nos
rétulos das amostras comerciais estava especificado como sendo pertencentes a
essa espécie. Além disso, considerando os resultados dados por mais de um
método de classificagdo, 55% das amostras ndo podem ser dita pertencentes a

alguma das espécies aqui estudada.
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Tabela 4.6. Classificagao das amostras comerciais

Amostra Classificacao (classe)
(codigo) KNN SIMCA PLS-DA
qp1 1 0 0
qp2 5 5 1
ap3 4 0 4
qp4 4 0 0
qp5 5 5 0
qp6 5 0 0
qp7 1 0 0
qp8 5 0 0
qp9 5 0 1
qp10 4 0 0
qp11 2 2 2
qp12 5 0 1
qp13 2 0 0
qp14 4 0 0
qp15 5 0 3
qp16 5 0 0
qp17 4 0 0
qp18 5 0 5
qp19 5 0 1
qp20 5 0 0

4 2. Resultados de RMN HR-MAS de 1ﬂ

4.2.1. Analises Espectroscopicas

Para as analises de RMN HR-MAS de 'H, assim como nas analises de
IV, utilizaram-se amostras obtidas diretamente do material vegetal e com isso possui

as mesmas vantagens.
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A aquisi¢ao dos espectros foi realizada utilizando-se uma sequéncia de
pulsos CPMG editada, ilustrada na Figura 4.26, pois o sinal de HDO se apresentava
muito maior que os sinais das amostras. Dessa forma, eliminaram-se, além deste
sinal indesejavel, os sinais provenientes de macromoléculas, que, por serem
maiores € mais rigidas, possuem valores de T, curtos e, devido a isso, fornecem
sinais alargados que poderiam encobrir os sinais de moléculas pequenas.

Nas sequéncias de pré-saturacao, irradia-se o sinal a ser suprimido
com uma poténcia de radiofrequéncia fraca e continua durante um tempo longo
suficiente para eliminar as diferencas de populacdo entre os estados de spins a e
B dos 'H irradiados.

Na sequéncia CPMG, a magnetizagao, que foi transferida para o plano
Xy apos a aplicagdo de um pulso inicial de 90° na diregdo x, € mantida neste plano
através da aplicagdo de sucessivos pulsos de 180° na direcdo y com pequenos
intervalos de tempo (1) entre os mesmos. Esse intervalo é ajustado para permitir a
relaxagao transversal principalmente de moléculas com T, curto e, dessa maneira,

ocorrer a perda de coeréncia dos vetores magnetizagdo dessas no plano xy.

T=1ms T=1ms

d1=14s

FIGURA 4.26. llustracdo da sequéncia de pulsos empregada, CPMG com preé-
saturagdo, nas analises de RMN HR-MAS de 'H, bem como os parametros que

foram otimizados

Em todos os espectros obtidos, representados nas figuras seguintes,
observou-se basicamente a presenga de uma grande quantidade sinais na regiao de
carboidratos que se apresentaram em diferentes intensidades de acordo com a
amostra. E importante ressaltar que as variagdes nas intensidades dos sinais

ocorreram também entre replicatas de uma mesma amostra. Essas variagbes muito
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provavelmente sdo provenientes do preparo da amostra, pois, além da dificuldade
em se colocar exatamente a mesma quantidade de amostra no interior do rotor de
analise, no fechamento deste, uma indeterminada quantidade de amostra, que se
encontrava solubilizada e/ou suspensa, € expelida para fora juntamente com a
solucao deuterada.

Pbdde-se identificar em quase todas as amostras a presenga de D-
sacarose e de a-D-glucose devido a presenga dos dubletos em 5,42 ppm e 5,24
ppm, respectivamente, referentes aos seus hidrogénios ligados aos seus carbonos
anomeéricos.

Comparando os espectros das amostras padrao (Figuras 4.27 a 4.31)
com os das amostras comerciais (Figuras 4.32 a 4.35), nota-se uma grande
similaridade entre a maioria deles, porém as amostras comerciais designadas pelos

cbdigos qp1, gp7 e qp13 possuem um perfil bastante distinto dos demais.

T T 1 1 1 T 1 T T 1 T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.27. Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra P. niruri

W

T T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.28. Espectro de RMN HR-MAS de "H da amostra P. urinaria
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FIGURA 4.29. Espectro de RMN HR-MAS de "H da amostra P. amarus

T T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.30. Espectro de RMN HR-MAS de "H da amostra P. caroliniensis

T T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.31. Espectro de RMN HR-MAS de "H da amostra P. tenellus
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FIGURA 4.32. Espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras comerciais: A) qp1;
B) ap2; C) gp3; D) qp4 e E) qp5
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IGURA 4.33. Espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras comerciais: A) qp6; B)

qp7; C) gp8; D) qp9 e E) qp10




Resultados e Discussdo 53

A . N JMML
C, . . . , Auu—-‘—'u»‘ﬂ\m

FIGURA 4.34. Espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras comerciais: A) qp11;
B) qp12; C) gp13; D) qp14 e E) gp15
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FIGURA 4.35. Espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras comerciais: A) qp16
e B) gp17

Realizaram-se também, analises das folhas e caule, separadamente,
de cada uma das espécies estudadas. Alguns dos espectros obtidos apresentaram
relagcdes sinal/ruido muito baixas, pois, embora tenha se padronizado a moagem de
todas as amostras, a granulometria do pd obtido a partir dessas partes da planta
variou. As amostras que possuiam granulometria menor foram mais facilmente
expelidas ao fechar-se o rotor e, portanto, ndo foi possivel concentra-las e “ganhar”
sensibilidade. Além disso, também ha a possibilidade de haver uma maior
quantidade de carboidratos nas diferentes partes da planta para uma determinada
espécie. Nas Figuras 4.36 a 4.40 mostram-se os espectros obtidos, nas mesmas

condicdes de processamento.

| A

5

11 10 9 8 7 6

L

[ ~
| -
4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.36. Espectros de RMN HR-MAS de 'H da amostra P. caroliniensis:

A) caule e B) folhas
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FIGURA 4.37. Espectros de RMN HR-MAS de 'H da amostra P. amarus:

A) caule e B) folhas
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FIGURA 4.38. Espectros de RMN HR-MAS de "H da amostra P. niruri:

A) caule e B) folhas
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FIGURA 4.39. Espectros de RMN HR-MAS de 'H da amostra P. tenellus:
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A) caule e B) folhas
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FIGURA 4.40. Espectros de RMN HR-MAS de "H da amostra P. urinaria:
A) caule e B) folhas

Apesar das observacoes feitas, as informagdes obtidas a partir desta
simples analise visual ndo foram suficientes para conclusdes confiaveis, pois embora
se tenha empregado a sequéncia de pulsos CPMG para a eliminagdo dos sinais
provenientes de moléculas com tempo de relaxagdo T, curto, a grande quantidade
de sinais ainda presentes torna o espectro muito complexo. Devido a isso, a

aplicagao da analise quimiométrica fez-se necessaria.

4.2.2. Analises Quimiométricas

4.2.2.1. Analises Exploratorias

Assim como se fez para as amostras de IV, também se realizaram
primeiramente analises quimiométricas exploratérias apenas para os padroes a fim
de obter-se a diferenciacdo taxondmica dentre as espécies estudadas.

Para isso foi excluida a regido espectral referente ao residuo do sinal
da agua ainda presente e o sinal referente ao TMSP-d4, a fim de evitar que essas
variaveis, ndo intrinsecas as amostras, auxiliassem na sua discriminacao.

O pré-processamento aplicado aos dados foi o autoescalamento. O

uso desta funcdo permite que os sinais menos intensos nos espectros de RMN de
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'H tenham a mesma importancia que os mais intensos. Quando constituintes
minoritarios sdo os de interesse, essa fungao torna-se util, pois atribui uma mesma
influéncia a todos os sinais. Porém, o seu uso exige a exclusdo de todos os ruidos
existentes no espectro, para garantir que eles ndo sejam considerados importantes e
interfiram na discriminagao.

A matriz gerada ap0s as exclusbes e utilizada nas analises
quimiomeétricas continha 15 linhas (5 amostras em triplicatas) e 384 colunas
(variaveis). Na Figura 4.41, visualiza-se o grafico de linhas das amostras padrao,
sobrepostas, bem como a melhora no mesmo apds o emprego das transformadas,

na Figura 4.42.

® P.niruri  ®m P.tenellus m P.amarus

150 '1 m P. caroliniensis P. urinaria

Respons E +05)

WA

AL

407900 374200 343900
\arable

FIGURA 4.41. Gréafico de linhas dos dados de RMN HR-MAS de "H dos padrées

Nestas condigdes de analises, os dados foram analisados utilizando
92,11% das informagdes originais, descritos por cinco componentes principais (posto
quimico, A=5). Desta forma, também se obteve a diferenciagcdo taxondmica,
mostrada na Figura 4. 43. Observando-se esta, nota-se que as replicatas
apresentaram-se relativamente distantes entre si, explicitando a baixa
reprodutibiidade das medidas devido aos motivos ja discutidos no item 4.2.1. Na
tentativa de melhorar o agrupamento e aumentar sua representatividade, obtiveram-
se mais uma ftriplicata de cada uma das espécies estudadas e estas foram
adicionadas as analises quimiométricas. Realizou-se a anadlise por PCA com um
posto quimico igual a 5 que representava 87,36% dos dados originais. A melhora

desejada ndo foi obtida, como se pode observar na Figura 4.44, no entanto, a
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tendéncia a separagdo pode ser observada e,

tendéncia fica ainda mais clara (Figura 4.45.).

no grafico tridimensional, esta

B P.niruri
m P.amarus
uuts P. urinaria
m P.caroliniensis
m P.tenellus

0.010

Response

0.005

0.000

4 n7ann

= amann

Respange (€ -04)

4.07900 374200
variable

3.43900

FIGURA 4.42. Gréfico de linhas dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos

padrdes apods as transformadas: A) normalizagdo pela norma I; e B) normalizagao

pela norma |1 e primeira derivada a cada 25 pontos

P P. tenellus

Factar2

P. amarus

-20+

P. urinaria

P. caroliniensis

Factor?

20

FIGURA 4.43. Grafico de escores PC1 x PC2 (33,63% e 28,18%, respectivamente)
para as triplicatas dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrées
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FIGURA 4.44. Grafico de escores PC1 x PC2 (27,86% e 22,81%, respectivamente)
para as sextuplicatas dos dados de RMN HR-MAS de "H dos padrées

FIGURA 4.45. Grafico de escores PC1 x PC2 x PC3 (27,86%, 22,81% e 16,72,

respectivamente) para as sextuplicatas dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos

T U U U T

. niruri
.amarus

. urinaria

. caroliniensis
. tenellus

Factor2

Factor3

Factor

padroes

Ainda objetivando um melhor agrupamento, uma sele¢do visual de

replicatas foi feita e analisaram-se por PCA apenas aquelas que possuiam

intensidades mais semelhantes entre si. O posto quimico escolhido foi igual a 4 com

88,09% das informagdes originais. Dessa forma, obteve-se um agrupamento

satisfatorio, como pode ser observado nos seguintes graficos de escores (Figuras
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446 e 4.47). Nestes, valores positivos de PC2 e negativos de PC1 foram
responsaveis pelo agrupamento da espécie P. tenellus, valores negativos de PC1 e
de PC2 pelo da P. amarus, valores positivos de PC1 e negativos de PC2 pelo da P.

urinaria, valores positivos de PC1 e de PC3 pelo da P. caroliniensis e valores

negativos de PC3 pelo agrupamento da P. niruri.
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FIGURA 4.46. Grafico de escores PC1 x PC2 (35,37% e 25,17%, respectivamente)
para as replicatas escolhidas dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrdes
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FIGURA 4.47. Gréfico de escores PC1 x PC3 (35,37% e 19,08%, respectivamente)
para as replicatas escolhidas dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrées
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Relacionando os valores das componentes principais dos graficos de
escores aos valores do grafico de loadings, verificou-se que as variaveis destacadas
em cinza nas Figuras 4.48 a 4.52 foram as principais responsaveis por tal

agrupamento.

Leadns

B YR MRTAS (v

Fesaurse

oo

FIGURA 4.48. Acima, grafico de loadings PC1 e PC2, linha preta e vermelha
respectivamente, dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrdes destacando em
cinza as variaveis descritas por valores negativos de PC1 e positivos de PC2 que
foram as responsaveis pela diferenciacdo da espécie P. tenellus e relacionando-as

aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.49. Acima, grafico de loadings PC1 e PC2, linha preta e vermelha
respectivamente, dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrdes destacando em
cinza as variaveis descritas por valores negativos de PC1 e de PC2 que foram as

responsaveis pela diferenciacdo da espécie P. amarus e relacionando-as aos

espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.50. Acima, grafico de loadings PC1 e PC2, linha preta e vermelha

respectivamente, dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrdes destacando em

cinza as variaveis descritas por valores positivos de PC1 e negativos de PC2 que
foram as responsaveis pela diferenciagdo da espécie P. urinaria e relacionando-as

aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.51. Acima, grafico de loadings PC1 e PC3, linha preta e azul
respectivamente, dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrdes destacando em
cinza as variaveis descritas por valores positivos de PC1 e negativos de PC3 que

foram as responsaveis pela diferenciagéo da espécie P. niruri e relacionando-as aos

espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.52. Acima, grafico de loadings PC1 e PC3, linha preta e azul
respectivamente, dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrdes destacando em
cinza as variaveis descritas por valores proximos de zero em PC1 e positivos em

PC3 que foram as responsaveis pela diferenciacdo da espécie P. caroliniensis e

relacionando-as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo

Embora tenha se conhecido quais as variaveis foram responsaveis por
tal agrupamento, nao foi possivel relaciona-las aos compostos presentes. Péde-se
apenas concluir que o dubleto referente a D-sacarose teve maior peso para a
diferenciagao das espécies P. urinaria e P. tenellus enquanto o da a-D-glucose teve
maior peso para a especie P. caroliniensis.

A diferenciagado taxonémica também foi obtida através da analise por
agrupamentos hierarquicos, embora tenha apresentado erros. Analisaram-se as
replicatas selecionadas, bem como todas replicatas adquiridas, utilizando o método
incremental e complete, respectivamente. Na analise das sextuplicatas, com indice
de similaridade igual a 0,450, quatro replicatas de diferentes amostras formaram um
grupo distinto e uma outra ndo se agrupou, conforme mostra a Figura 4.53. Na figura
4.54 esta representado o dendograma obtido para as analises das replicatas
selecionadas, no qual se pode observar que, com um indice de similaridade igual a
0,583, a replicata “paa” ndo se agrupou com as demais da mesma espécie. Apesar

desses erros, as demais replicatas agruparam-se corretamente.
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FIGURA 4.53. Dendograma referente a analise por agrupamento hierarquico das
sextuplicatas de RMN HR-MAS de 'H das amostras padrao
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FIGURA 4.54. Dendograma referente a analise por agrupamento hierarquico das

replicatas selecionadas de RMN HR-MAS de "H das amostras padrao

Prosseguindo as analises exploratorias, os dados de folhas e caule
foram acrescentados as analises quimiométricas. Realizaram-se analises por
componentes principais dessas, tanto com as replicatas selecionadas, quanto com
as sextuplicatas. Nesta primeira o posto quimico foi igual a 4 que correspondia a

76,60% das informacgdes originais, enquanto que para a segunda A=5 com 80,63%



das informacdes dos dados originais. Os graficos de escores obtidos para ambas
(Figura 4.55) apresentaram resultados similares. Novamente houve uma grande
dispersédo entre os replicatas e a tendéncia a separagao foi observada no grafico

tridimensional.

e 9y ; o “par
: nlr_un . . niruri
. urinaria

[}
P . .
P. tenellus . urinaria
P
P

P

P
. caroliniensis Ilz tenellus
P

. amarus . caroliniensis

. amarus
T

“ Franc
pae
. - FE gy
Fpca Gpne

&
Factar2 °F 5%

B pah
Gpna‘}?gpha@ N
ot ® PP pefos
ptd o prf pnd N
pge Fpas

pab épueopnbnn}um Factord
k)

CE #
. onua P pot pch
Gpnkb Frct o@

L
Factor2 o Gpna

FIGURA 4.55. Grafico de escores dos dados de RMN HR-MAS de 'H dos padrdes,
bem como suas folhas e seu caule: A) PC1 x PC2: (33,35% e 18,26%,
respectivamente) com as replicatas escolhidas; B) PC1 x PC2 x PC3 (33,35%,
18,26% e 16,27, respectivamente) com as replicatas escolhidas; C) PC1 x PC2
(31,71% e 19,07%, respectivamente) com as sextuplicas e D) PC1 x PC2 x PC3:

(31,71%, 19,07% e 14,21%, respectivamente) com as sextuplicatas

4.2.2.2. Construgdo dos Modelos Quimiométricos

Para a construgao dos modelos optou-se trabalhar com os dados das

sextuplicatas juntamente com os das folhas e caule, uma vez que o resultado da
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analise exploratéria foi semelhante ao obtido com as replicatas selecionadas. Além
disso, esse maior numero de replicatas pode conferir uma maior robustez aos
modelos. Dessa maneira a matriz utilizada na construcdo dos modelos continha 60
linhas e as mesmas 384 colunas (variaveis).

Excluiram-se, aleatoriamente, dez replicatas, duas de cada amostra,
para a posterior validagcdo das mesmas. As cinco classes utilizadas referem-se as
cinco espécies de Phyllanthus estudadas, conforme esta mostrado na Tabela 4.1.

No modelo construido pelo método KNN, com 1 vizinho mais préximo,
ja havia sete erros de previsdo conforme mostra a Figura 4.56. Estes erros devem-
se ao fato da proximidade existente entre classes diferentes, como pbde ser

observado na Figura 4.55.D).

Misses
w
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Kith MNeighbor

FIGURA 4.56. Grafico mostrando os erros do modelo KNN de predicdo dos dados de
RMN HR-MAS de 'H

A construgdo do modelo SIMCA foi realizada da mesma maneira
descrita para os dados de IV. Para todas as classes optou-se trabalhar com um
numero de componentes principais que representassem mais de 84% dos dados
analisados. Na Tabela 4.7 encontram-se o numero de fatores (PCs) escolhido para
cada classe, bem como os valores de varidncia nos quais suas escolhas foram

baseadas.
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TABELA 4.7. Dados referentes a construcao do modelo SIMCA dos dados de RMN

HR-MAS de "H
Classe Fator % Acumulada
1 (P. amarus) 5 06,482048
2 (P. caroliniensis) 4 95,605804
3 (P. niruri) 4 86,794495
4 (P. tenellus) 3 84,315033
5 (P. urinaria) 3 86,619682

As outras informacdes dadas pelo SIMCA também foram avaliadas e

estiao mostradas nas Tabelas 4.8 e 4.9. Embora os valores de residuos interclasses

de amostras de classes diferentes tenham sido, em alguns casos, proximos aos

valores das amostras de uma mesma classe, os valores dessas ainda foram

menores. As distancias interclasses foram razoaveis, uma vez que quando seus

valores nao foram maiores que 3, ficaram muito proximos a este valor.

TABELA 4.8. Valores dos residuos interclasses no SIMCA dos dados de RMN HR-

MAS de 'H
CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
CS1 0,283207 1,442969 1,031224 1,320805 1,414463
CS2  2,096638 0,228112 1,380966 1,585471 2,011393
CS3  2,248832 2,025337 0,419465 1,978054 2,338857
CS4 1,862536 0,987559 1,406429 0,217004 1,623379
CS5  0,961713 0,772771 1,257631 1,029174 0,449775

TABELA 4.9. Valores das distancias interclasses no SIMCA dos dados de RMN HR-

MAS de "H
CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
CS1 0,000000 5,999036 3,888169 5,399676 2,218066
CS2  5,999036 0,000000 4,133923 4,932756 3,272603
CS3  3,888169 4,133923 0,000000 4,139162 3,317817
CS4  5,399676 4,932756 4,139162 0,000000 2,848957
CS5  2,218066 3,272603 3,317817 2,848957 0,000000
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Para a construcdo dos modelos PLS-DA, escolheram-se os postos
quimicos baseando-se nos parametros estatisticos descritos anteriormente,
conforme mostra a Tabela 4.10. Observa-se nesta que muitos dos valores
relacionados aos erros foram relativamente altos e os coeficientes de regressao
foram menores que o recomendado (r > 0.9)’°, porém foi a melhor condigdo

encontrada para este conjunto de dados.

Tabela 4.10. Dados referentes ao modelo de classificagcdo PLS-DA construido para
os dados de RMN HR-MAS de 'H

Amostra P. amarus P. caroliniensis P. niruri P. tenellus P. urinaria
Fator 3 4 4 6 6

Variancia |3230,9021 956,084900 4475,66357 1037,8169 1653,88648
Porcentagem | 16,307804 4,825787 22,590670 5,238325  8,347902
Acumulada |52,622116 59,105427 58,402252 78,285606 77,090767
SEV 0,179247 0,268984 0,150596  0,268971 0,414153
PRESS Val | 1 702859 3,834677 1201987 3,834306  9,090686
r Val 0,897188 0,752372 0,923249  0,758004 0,413717
SEC 0,154484 0,221134 0,118002 0,171734  0,284939
PRESS Cal | 1,169393 2,347202 0,668377  1,356651  3,734763
r Cal 0,930510 0,854829 0,957924  0,912571  0,756011

Apesar dos modelos terem ficado apenas razoaveis, as classificagoes
feitas na validagdo externa foram satisfatdrias. O modelo construido pelo método
KNN classificou corretamente todas as dez amostras, enquanto que os construidos
pelos métodos SIMCA e PLS-DA cometeram apenas um erro, conforme foi mostrado
na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11. Resultados da validacao externa para os dados de RMN HR-MAS de
1
H

Amostra Classificacao (classe)
(codigo)* KNN SIMCA PLS-DA

paa

—
—

pcf
pnc

ptf
pua
fpab
gpca
fpnb

gpta
fpuc

A WON -~ 00 A ODN -
A WON =~ OO0 b ODN
O A ODN ~ OO b O®ODN

(&)
N

*a ultima letra refere-se a replicata

4.2.2.3. Classificacdo das Amostras Comerciais

Apds uma validagao externa satisfatéria, passou-se a classificagao das
amostras comerciais. Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 4.12, na
qual novamente os numeros de classificagdo correspondem as espécies de
Phyllanthus estudadas, conforme foi mostrado na Tabela 4.1 e o “0” significa que a
amostra ndo foi classificada em classe alguma.

Observa-se na Tabela 4.12 que, apenas uma amostra, foi classificada
igualmente, independentemente do modelo e que, considerando a classificagao
dada por pelo menos dois modelos, cinco delas ndo pertence a espécie alguma.

Nota-se também, que 70,6% das amostras comerciais analisadas
foram classificadas como pertencentes a espécie P. caroliniensis, enquanto que nas
classificagdes feitas para os dados de IV somente uma havia sido assim classificada.
Este fato possivelmente esteja relacionado com as informacgdes provenientes da
técnica de HR-MAS de "H, uma vez que nos espectros obtidos a partir da mesma as
informacgdes limitaram-se a regido de carboidratos e esta € bastante similar para
plantas de uma maneira em geral. E ainda, como a espécie P. caroliniensis foi a que

apresentou (tanto para a amostra como um todo, quanto para folhas e caule
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separadamente) sinais mais intensos nesta regiao, provavelmente seja por isso que
a maioria das amostras comerciais foi classificada como pertencentes a esta

espécie.

Tabela 4.12. Classificagao das amostras comerciais

Amostra Classificacao (classe)
(codigo) KNN SIMCA PLS-DA

qp1

qp2

qp3
qp4

apd
qp6
qp’
qp8
ap9
gp10
qp11
gp12
qp13
qp14
qp15
qp16
qp17

o
o

N N N = WO N N DN DN DN O DM DNDD O DN W
O O O O O O O M O O O O O o o o
N D N O O N N NN N O N DNMNMNDMNMNONDN

Lembrando que o método KNN obrigatoriamente classifica a as
amostras desconhecidas em uma das classes, pode-se desconsiderar a
classificagao por ele feita como P. niruri para as amostras gp1, qp7 e qp13. Estas,
conforme se observou nas Figuras 4.32 a 4.34, apresentaram um perfil espectral
bastante distinto das demais, e sua simples analise visual ja ndo permite classifica-
las como alguma das espécies estudadas, assim como foi feito pelo SIMCA e o PLS-
DA.
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4.3. Resultados de RMN de H de liquido

4.3.1. Analises Espectroscopicas

4.3.1.1. Extratos Aquosos

Para as analises de RMN de 'H de liquido trabalhou-se com extratos
aquosos, obtidos através de processos de infusdo, pois este, além de ser um
método simples e rapido, é a forma usual de ingestado desta droga vegetal (“cha de
quebra-pedra”). Desta maneira, uma grande quantidade de agua estava presente
nas amostras analisadas e, para a obtencao dos espectros, houve a necessidade de
se aplicar uma sequéncia de pulso que suprimisse o pico referente a agua, ja que
esse foi muito maior que os sinais da amostra. A sequéncia noesyprid (Figura 4.57)
mostrou melhores resultados do que as sequéncias zgpr e zgcppr e,
consequentemente, foi empregada. Essa funciona através da irradiagdo por ondas
continuas pré-saturando, o sinal da agua, durante o tempo de relaxagcédo e o “mixing

time”.

P1 P1 P1

A R— oo | MMNWMNWN

d1=18s d8=100ms

FIGURA 4.57. llustragdo da seqliéncia de pulsos empregada, noesyprid, nas
analises de RMN de 'H dos extratos aquosos, bem como os parametros que foram

otimizados

Apos as analises realizadas pelas outras duas técnicas obtiveram-se
mais algumas outras amostras padrdo para serem consideradas, nas quais fatores

relacionados a sazonalidade e regionalidade estavam contemplados. Os espectros
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de 'H dos extratos aquosos de todas essas amostras estdo mostrados nas Figuras
458 a 4.62, nas quais, inicialmente, observou-se a presenga de uma grande
quantidade sinais na regido de carboidratos, além de sinais nas regides aromatica e
alifatica. Observou-se também um alto grau de semelhanga entre varios sinais
presentes em todas as regides e diferencas de intensidade em alguns deles.
Comparando os espectros de padrdes diferentes de uma mesma espécie notam-se

apenas sutis diferencas entre 0s mesmos.

pe TV Ilmu SV

pel0107 N Y W o M

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.58. Espectros de RMN de "H dos extratos aquosos dos padrdes da

espécie P. caroliniensis
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FIGURA 4.59. Espectros de RMN de 'H dos extratos aquosos dos padrées da

espécie P. urinaria
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FIGURA 4.60. Espectros de RMN de 'H dos extratos aquosos dos padrées da

espécie P. amarus

pn M}“%
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FIGURA 4.61. Espectros de RMN de "H dos extratos aquosos dos padrdes da

espécie P. niruri
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FIGURA 4.62. Espectros de RMN de "H dos extratos aquosos dos padrdes da

espécie P. tenellus

Da mesma forma e pelos mesmos motivos justificados para as outras
duas técnicas ja discutidas anteriormente, analisaram-se também os extratos
aquosos das folhas e caules separadamente. Observou-se nos espectros,
representados pelas Figuras 4.63 a 4.67., que para todas as espécies a quantidade
de constituintes quimicos foi maior nos extratos provenientes das folhas, o que pode
estar relacionado a quantidade de metabdlitos primarios presentes nesta parte da
planta, pois como pdde ser observado através das medidas feitas pela técnica HR-
MAS (Figuras 4.36 a 4.40), os espectros das folhas também apresentaram maior
intensidade que os dos caules, porém nao se pode chegar a esta conclusdo apenas
pelos resultados por ela obtidos, uma vez que, conforme discutido anteriormente,

essa técnica teve certos inconvenientes relacionados ao preparo da amostra como a



dificuldade em inserir exatamente a mesma quantidade de amostra no rotor de

analises e a perda de amostra no fechamento desse.

A RV I -

° - MM*

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.63. Espectros de RMN de 'H da espécie P. amarus: A) caule e B) folhas

A I

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.64. Espectros de RMN de "H da espécie P. caroliniensis: A) caule e B)
folhas
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FIGURA 4.65. Espectros de RMN de "H da espécie P. tenellus: A) caule e B) folhas

B b L -

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.66. Espectros de RMN de 'H da espécie P. urinaria: A) caule e B) folhas

A M_—
[ ]

B . n M

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.67. Espectros de RMN de 'H da espécie P. niruri: A) caule e B) folhas
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Em seguida, analisaram-se os espectros obtidos a partir dos extratos

aquosos das amostras comerciais, mostrados na Figuras 4.68 e 4.69.

gp1 ) \

gp2

qp3 L~ ' — )_M—‘-——'\M\_b\—_m
qp4 st (1o Mﬂ_
ap5 bl o JJ NL-_M_JAAh__—

qp6 . . i ,JM &L.___._.-.__»_.‘_J

qp7 J " oo

qp8 P L R rarmd JM_

qp9

10
ap S P, |J_* Jml T N

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.68. Espectros de RMN de 'H dos extratos aquosos das amostras

comerciais qp1 a qp10
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FIGURA 4.69. Espectros de RMN de 'H dos extratos aquosos das amostras

comerciais qp11 a qp20

Através da comparacido dos espectros das amostras comerciais
(Figuras 4.68 e 4.69), com os obtidos para os padrdes observou-se que os sinais
destes sdo mais intensos, o0 que revela que o processo de extragao dos padrdes foi
mais efetivo do que o das amostras comerciais. Esse fato pode estar relacionado a
diferentes origens como: o processo de secagem, a presenga de outras impurezas
vegetais, a utilizagdo de outras partes da planta, como raizes, ou até mesmo, a
utilizacdo de varias espécies da planta, uma vez que todos os processos extrativos

foram realizados em idénticas condicdes experimentais.
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Assim como foi observado nos espectros de HR-MAS de 'H das
amostras comerciais, algumas possuem um perfil bastante semelhante ao perfil dos
padrées enquanto que outras (qp1, qp7, qp13, gp14 e qp19) possuem perfis
claramente diferentes.

Uma analise mais detalhada dos espectros de '"H dos padrdes permitiu
0 reconhecimento de alguns sinais presentes baseando-se em dados da

literatura’’-8°.

Observou-se em todos os espectros a presenga de sinais
caracteristicos de alguns agucares (D-sacarose, a— e f-D- glucose) e de
aminoacidos (L-alanina, L-valina, L-treonina e acido 4-aminobutandico). Esses sinais
se apresentaram em intensidades distintas para cada espécie. Os mesmos estao
mostrados nas figuras abaixo, as quais sao constituidas pelas regides ampliadas dos

espectros da espécie P. tenellus.

acido 4-
aminobutandico
L-alanina

L-treonina L-valina

L e e e B
3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 ppm

FIGURA 4.70. Regigo ampliada (3,37 a 0,95 ppm) do espectro de RMN de "H do

extrato aquoso da espécie P. tenellus

D-sacarose

D-sacarose

a-D-glucose B-D-glucose

\ T \ ‘ T ‘ \ T ‘ \ T ‘ T T ‘ T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 ppm

FIGURA 4.71. Regido ampliada (5,5 a 3,35 ppm) do espectro de RMN de "H do

extrato aquoso da espécie P. tenellus
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Analisando as estruturas dos compostos identificados, mostradas logo
abaixo, pode-se dizer que: os dubletos observados em 1,00 e 1,05 ppm, referem-se
aos hidrogénios das metilas da L-valina que estdo acoplando com o hidrogénio 3 da
mesma; o dubleto em 1,33 ppm refere-se aos hidrogénios da metila da L-treonina
que acopla com seu hidrogénio B; o dubleto em 1,48 ppm refere-se aos hidrogénios
da metila da L-alanina que acoplam com o hidrogénio a; o tripleto em 3,02 ppm
refere-se ao hidrogénios y do acido 4-aminobutandico que acoplam com os
hidrogénios B; o dubleto em 4,22 ppm ao hidrogénio 3’ da D-sacarose que acopla
com o hidrogénio 4’; e, por fim, os dubletos em 4,65, 5,24 e 5,42 ppm referentes aos
hidrogénios anomeéricos da  B-D-glucose, o-D-glucose e D-sacarose,

respectivamente, acoplando com o hidrogénio 2 de suas respectivas estruturas.

CHj (e} OH (0]
Q (0]
H;C OH Hs;C OH H3C HZN\/\/”\
OH OH
NH, NH,
NH,

acido 4-
L-valina - [ i i
L-treonina L-alanina aminobutandico
OH
4 (0]
OH HO 5
e —° HO %Al
HO OH 3 OH
HO N0 OH
B-D-glucose o-D-glucose

D-sacarose

A identificagdo dos compostos citados e a confirmacgao das atribuicdes
feitas foram realizadas através dos experimentos complementares de RMN, tais
como: *C, gCOSY, gHSQC e gHMBC. Para isso foi necessario concentrar o extrato
aquoso liofilizando o mesmo e o redissolvendo em solvente deuterado. Porém, como
a quantidade de extrato seco nao foi muito soluvel em 0,6 mL de D,O, a amostra néo
ficou tdo concentrada como desejado.

No espectro de C nao foram visualizados sinais dos aminoacidos

devido a baixa concentragdo desses metabdlitos. Entretanto, a grande quantidade



Resultados e Discussdo 81

de sinais referentes aos acucares o torna um espectro bastante complexo,

conforme mostra a Figura 4.72.

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

FIGURA 4.72. Espectro de RMN de "*C do extrato aquoso da P. tenellus

Primeiramente realizaram-se as identificacbes dos agucares. Essas se
iniciaram a partir de uma analise mais detalhada do espectro de '*C, no qual foi
possivel confirmar a presenga da sacarose, a— e B-D-glucose através de alguns
deslocamentos quimicos caracteristicos, tais como dos carbonos anomeéricos, e
outros se baseando em dados da literatura’’®°. Os espectros ampliados, bem como

as identificagcdes nele feitas, estdo mostrados nas Figuras 4.73 e 4.74.

B-D-glucose

D-sacarose

a-D-glucose

)

T T T T T T T T T
107 106 105 104 103 102 101 100 99 98 97 96 95 ppm

FIGURA 4.73. Regigo ampliada (107,6 — 94,1 ppm) do espectro de RMN de "*C do

extrato aquoso da P. tenellus
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B-D-glucose
D-sacarose
D-sacarose
85 84 83 82 81 80 79 78 77 ppm
B-D-glucose
D-sacarose
D-sacarose B-D-glucose f

D-sacarose
a-D-glucose

N A

76.0 75.5 75.0 74.5 74.0 73.5 73.0 72.5 72.0 715 71.0 70.5 70.0 69.5 69.0 ppm

D-sacarose

4 Yo

L L B S S R B
68.0 67.5 67.0 66.5 66.0 65.5 65.0 64.5 64.0 63.5 63.0 ppm

FIGURA 4.74. Regibes ampliadas (85,6 — 76,0 ppm, acima; 76,1 — 68,5 ppm,
intermediario e 68,0 — 62,5ppm, abaixo) do espectro de RMN de 3C do extrato

aquoso da P. tenellus
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Em seguida, partindo dos hidrogénios conhecidos, obtiveram-se
informagbes a respeito dos deslocamentos quimicos de outros hidrogénios
presentes nas moléculas em questdo, através das correlagcbes homonucleares
(Figuras 4.75 e 4.76).

J'L M M ppm
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. ;3.6
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ﬁ

|
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 ppm

FIGURA 4.75. Correlagcbes homonucleares "H -"H dos compostos
presentes, observadas na amostra P. tenellus, destacando: a—D—glucose, em azul e

f—D—glucose, em vermelho
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FIGURA 4.76. Correlagdes homonucleares "H-"H observadas, destacadas em

verde, referente a D-sacarose presente na amostra P. tenellus

Nao foi possivel visualizar todas as correlagbes devido a grande

quantidade das mesmas na regido de interesse (4,00 — 3,00 ppm), porém as

observadas foram suficientes para confirmar a presencga dos agucares identificados.

Essa confirmagao ficou ainda mais sdlida apds a analise das correlacbes obtidas

através dos experimentos gHSQC e gHMBC. Os resultados estdo mostrados na

Figuras 4.77 e 4.78, respectivamente.
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FIGURA 4.77. Correlagdes heteronucleares 'H-"2C observadas dos aguicares
presentes na amostra P. tenellus, destacando: B-D-glucose, em azul; a-D-glucose,

em vermelho e D-sacarose, em verde

Como pode ser observado na figura acima, foi possivel conhecer os
carbonos ao qual os 'H identificados pelo gCOSY estao ligados. Cabe ressaltar, que
a maioria desses ja haviam sido identificados no espectro de "*C.

Através das correlagdes heteronucleares a longa distancia, mostradas
na Figura 4.78, foi possivel identificar o carbono quaternario de deslocamento
106,60 ppm como pertencente a sacarose, uma vez que 0 mesmo se correlaciona
tanto com o CH»-1" da mesma, quanto com o seu hidrogénio anomérico (CH-1). Esta
ultima correlagcédo evidencia a conexao das unidades de frutose e glucose, as quais

constituem a D-sacarose.
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FIGURA 4.78. Correlacdes heteronucleares a longa distancia "H-">C dos agticares
presentes na amostra P. tenellus, destacando: B-D-glucose, em azul; a-D-glucose,

em vermelho e D-sacarose, em verde

Embora, novamente nao tenha sido possivel a atribuicdo de todos os
sinais, a presencga da D-sacarose, a- e -D-glucose foi confirmada. Abaixo segue as
estruturas enumeradas e na Tabela 4.13 se encontram as atribuicdes feitas para os

trés acucares identificados.

-D-glucose
a-D-glucose

D-sacarose
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Tabela 4.13. Atribuicoes feitas na identificacdo de alguns agucares presentes nos

extratos aquosos

] sinal 1 o J 13 HMBC
molécula atribuido 5'H multiplicidade (Hz) 0°C g
CH-1 5,24 d 3,74 95,01 73,98
a-D-glucose
CH-2 3,55 - - 73,98 -
CH-1 4,65 d 7,95 98,83 77,06
CH-2 3,25 - - 77,06 75,50; 98,83
-D-glucose
CH-3 3,50 - - 72,12 75,50
CH-4 3,41 - - 72,59 -
75,32; 75,48;
CH-1 5,42 d 3,81 95,09
106,60
CH-2 3,57 - - 74,06 -
CH-3 3,78 - - 75,48 72,52
CH-4 3,48 - - 72,52 75,48; 63,03
D-sacarose CH»-6 3,86 - - 63,03 84,28
C-2’ - - - 106,60 -
CH-3’ 4,22 d 8,74 79,32 -
CH-4 4,07 - - 75,32 79,32; 84,28
CH-5 3,90 - - 84,28 -
CH-1” 3,68 - - 64,25 79,32; 106,60

A identificacdo dos aminoacidos se iniciou a partir da analise das
correlagdes homonucleares 'H-'H para se obter informacdes a respeito dos
deslocamentos quimicos de mais alguns hidrogénios das moléculas em questéo,
uma vez que o espectro de 3C, como ressaltado anteriormente, ndo apresentou
sinais desses metabdlitos. Na Figura 4.79, podem-se visualizar as correlagcdes

observadas.
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FIGURA 4.79. Correlagdes homonucleares 'H —'H dos aminoacidos presentes na
amostra P. tenellus: L-valina, em preto; L-treonina, em azul; L-alanina, em vermelho

e acido 4-aminobuterdico, em verde

Através das correlagdes heteronucleares 'H-">C (Figura 4.80), obteve-
se os valores dos deslocamentos quimicos dos atomos de 3¢, ao qual alguns

desses hidrogénios estao ligados.
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FIGURA 4.80. Correlacdes heteronucleares 'H —"°C dos aminoacidos presentes na
amostra P. tenellus: L-valina, em preto; L-treonina, em azul; L-alanina, em vermelho

e acido 4-aminobuterdico, em verde

Nao foi possivel se obter maiores informacdes sobre as estruturas
dessas moléculas, pois nos espectros de *C e no experimento gHMBC nao haviam
sinais e correlacdes, respectivamente, devido a baixa concentracdo desses
metabdlitos na amostra analisada.

Na tabela 4.14 encontram-se as atribuicbes feitas para os quatro

aminoacidos identificados, cujas estruturas estdo aqui mostradas.

o

CHj o] OH o) 0 |
H3C HZN\/\/\OH
Hs3C OH H,C OH OH
acido 4-
NH, NH, NH,

. ) aminobutandico
L-valina L-treonina L-alanina
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Tabela 4.14. Atribuicbes feitas na identificacdo de alguns aminoacidos presentes nos

extratos aquosos

molécula sinal atribuido §'H multiplicidade J (Hz) &%C
y-CHs 1,00 d 7,04 -

v-CHs 1,05 d 7,04 19,27

L-valina B-CH 228 ) ) 35,38
a-CH, 3,52 - - -

v-CHs 1,33 d 6,59 23,97
L-treonina B-CH 427 ) ] ]

L-alanina B-CHjs 1,48 d 7,23 19,12
o-CH 3,79 - - -

.. -CH, 3,02 t 7,50 35,52

acido 4- v
.. /s (},-CHZ 2’32 - = 26,73
aminibutandico
B-CH> 1,94 - - 42,26

4.3.1.2. Extratos Etanolicos

Também foram analisados extratos etandlicos das amostras padrao

para, posteriormente, comparar seus resultados quimiométricos exploratorios aos

dos extratos aquosos. Os espectros de RMN de 'H dos extratos etandlicos, estdo

mostrados nas Figuras 4.81 a 4.85.
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FIGURA 4.81. Espectro de RMN de "H do extrato etandlico da espécie P. amarus
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FIGURA 4.82. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico da espécie P.
caroliniensis

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

FIGURA 4.83. Espectro de RMN de 'H do extrato etandlico da espécie P. niruri

]

4 3 2 1 ppm

11 10 9 8 7 6 5

FIGURA 4.84. Espectro de RMN de "H do extrato etandlico da espécie P. tenellus
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FIGURA 4.85. Espectro de RMN de "H do extrato etandlico da espécie P. urinaria

Nos espectros dos extratos etandlicos, também se observou uma
grande quantidade de sinais em toda regido espectral, porém esses sao mais
intensos na regido alifatica. Notou-se ainda a presenga de sinais bastantes intensos
referente ao etanol utilizado na extracdo, revelando que a evaporagcdao do mesmo
nao foi muito eficiente. Isso resultou em sinais, aparentemente, mais intensos para a
amostra P. amarus, pois o etanol foi mais bem evaporado para a mesma. Por essa
razao utilizou-a nos demais experimentos de RMN a fim de identificar e elucidar
metabdlitos secundarios.

Nos espectros provenientes do extrato aquoso obtém-se informacgoes,
majoritariamente, de metabdlitos primarios (agucares e aminoacidos), enquanto que
nos de extrato etandlico sdo obtidas informacdes sobre os metabdlitos secundarios,
conferindo uma maior complexidade aos espectros.

Apesar desta complexidade foi possivel identificar um dos metabdlitos
presentes: a filantina, cuja estrutura estda mostrada na proxima pagina. Esta
identificacdo também se baseou em dados da literatura, uma vez que o composto

identificado j& havia sido isolado da espécie em questdo (P. amarus)?’.
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filantina

No espectro de 'H (Figuras 4.86. a 4.88.) observou-se: os dubletos
referente aos acoplamentos do H-2(2’) e do H-5(5’) com H-6(6’) em 66,56 e 6,78,
respectivamente; o duplo dubleto referente ao H-6(6") em 66,59, os singletos
referente as metoxilas 3(3')-MeO, 4(4’)-MeO e 9(9')-MeO em 6 3,70, 3,79 e 3,30,
respectivamente e, ainda, os duplos dubletos dos H-7(7’) que se encontram

sobrepostos em 6 2,56 e 2,58.

6.80 6.75 6.70 6.65 6.60 ppm

FIGURA 4.86. Regido ampliada (6,84 a 6,53 ppm) do espectro de 'H do extrato

etandlico da espécie P. amarus
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H-4(4’)-MeO
H-3(3')-MeO

WMW

3715 370
FIGURA 4.87. Regigo ampliada (3,81 a 3,27 ppm) do espectro de 'H do extrato

2.9

etandlico da espécie P. amarus

etandlico da espécie P. amarus
H-7(7")
P J=15,7 Hz
J=7,25 Hz
2.8 2.7 2.6 25 2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 ppm
FIGURA 4.88. Regido ampliada (2,99 a 1,86 ppm) do espectro de 'H do extrato

Através das correlagdes homonucleares 'H-'H (Figura 4.89.) observou

que os H-7(7’) acoplam com os H-8(8’) de deslocamento quimico igual a 1,98 ppm e

este por sua vez acopla com H-9(9').



~2.6

2.8
~3.0
-3.2
— ————
% -3.4
— 3.6
=
-3.8

r -~ 1 - 1 - 1 - 1 -~ 1 1T - 1T - T 1T 1
36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 ppm

=
.8

FIGURA 4.89. Correlacdes homonucleares 'H-"H do extrato etandlico da espécie P.

amarus destacando as correlagdes descritas anteriormente

Analisando as correlagbes obtidas a partir do gHSQC (Figura 4.90),
obteve-se informagbes sobre os carbonos aos quais os hidrogénios identificados
estdo ligados e as obtidas através do gHMBC (Figura 4.91) confirmaram a estrutura
da filantina, pois foi possivel observar correlagbes dos H-3(3’)-MeO e H-4(4')-MeO
com os carbonos do anel aromatico 3(3’) e 4(4’), respectivamente, correlagbes dos
H-9(9’)-MeO com os C-9(9’) e ainda correlagées dos hidrogénios aromaticos 2(2’) e
6(6’) com o C-7(7’) na parte alifatica. Todas essas observagdes, bem como as
atribuicdes feitas no espectro de '*C, podem ser visualizadas nas Figuras 4.90 a
4.92.
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FIGURA 4.90. Correlagdes heteronucleares "H-">C do extrato etandlico da espécie

P. amarus destacando as correlagdes da filantina (ampliagado 1)

C-4(4")-MeO

C-3(3’)-MeO
\/ C-8(8) cC-7(7)

co9(@) C-9(9')-MeO

(T OO S

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

FIGURA 4.91. Espectro de RMN de "*C do extrato etandlico da espécie P. urinaria e

suas ampliagdes para a visualizagao das atribuicdes feitas
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FIGURA 4.92. Correlacdes heteronucleares 'H-">C & longa distancia do extrato

etanolico da espécie P. amarus destacando as correlagdes da filantina (ampliagdo 2)

As atribuicbes realizadas encontram-se resumidas na tabela a seguir,
na qual se apresentam também os dados da literatura para comparagao®'.
Cabe ressaltar que os sinais da filantina no espectro de 'H sé foram

observados no extrato da P. amarus.
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TABELA 4.15. Atribuigdes dos sinais de RMN da substéancia filantina

, & 'H-ppm J  &%Bc literatura®
posicao gHMBC
(multiplicidade) (Hz) ppm 81H 813C
1(1) - - 136,08 - - 135,2
36,01; 122,57,
2 (2) 6,56 (d) 1,96 113,83 6,59 112,2
150,28
(3) - - 150,28 - - 148,7
4(4) - - 148,62 - - 147,0
148,62; 136,08;
5 (5) 6,78 (d) 8,02 112,91 6,73 111,0
122,57
8,02; 150,28; 136,08;
6 (6) 6,59 (dd) 122,57 6,61 121,0
1,96 36,01;112,91
2,56 136,08; 113,83; 2,59
7(7) 15,7; 36,01 112,91; 74,02; 34,9
2,58 (dd) 2,66
7,25 41,88
136,08; 122,57,
8 (8) 1,98 (m) - 41,88 2,01 40,7
74,02; 36,01
3,29 - 36,01; 41,88; 3,25
9(9) 74,02 72,8
3,41 - 59,00 3,28
3 (3')-MeO 3,70 (s) - 56,28 150,28 3,78 559
4 (4)-MeO 3,79 (s) - 56,54 148,62 3,82 557
9 (9')-MeO 3,30 (s) - 59,00 74,04 327 587

A alta complexidade dos espectros, devido ao grande numero de

informacdes neles contidos, exigiu 0 emprego de ferramentas estatisticas para uma

melhor analise dos dados.
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4.3.2. Analises Quimiométricas

4.3.2.1. Analises Exploratorias

4.3.2.1.a) Extratos aquosos

Para a posterior comparacdo dos resultados obtidos a partir das
diferentes técnicas empregadas, a principio realizou-se analise por componentes
principais somente dos padrdes ja analisados pelas técnicas anteriores.

Foram excluidos a regido espectral referente ao residuo do sinal da
agua ainda presente e o sinal referente ao TMSP-d4. Excluiram-se também todos os
ruidos presentes entre os sinais, para que os dados pudessem ser autoescalados
em seu pré-processamento. A matriz gerada apos as exclusdes continha 15 linhas (5
amostras em triplicatas) e 2839 colunas (varidveis). Novamente, aplicou-se a
normalizacdo pela norma |, como transformada. A visualizagdo de todas as
variaveis, apos essa transformagao, encontra-se no grafico de linhas representado

na Figura 4.93.

W P.niruri m P.tenellus m P. amarus
m P. caroliniensis P. urinaria
0.008
2
0.004
A J NI o
0.000 - F b
B,A049 28199
Variable

FIGURA 4.93. Grafico de linhas dos dados de RMN de "H normalizados pela norma

I; dos extratos aquosos dos padrdes
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A analise por componentes principais foi realizada utilizando 88,55% de
informagdes dos dados originais descritos por cinco componentes principais. Desta
forma, a diferenciagdo taxonémica também foi obtida conforme pode ser observado
nos graficos de escores representados nas Figuras 4.94 e 4.95. Nestas observou-se
que valores positivos de PC2 e negativos de PC1 foram responsaveis pelo
agrupamento da espécie P. amarus, valores negativos de PC1 e de PC3 pelo da P.
tenellus, valores positivos de PC1 e negativos de PC2 pelo da P. niruri, valores
negativos de PC1 e positivos de PC3 pelo da P. caroliniensis e valores positivos de
PC1 e de PC3 pelo agrupamento da P. urinaria.

Ainda nessas figuras, observou-se que as replicatas dos dados de
RMN de 'H dos extratos aquosos apresentaram-se mais proximas entre si em
relacdo aos agrupamentos obtidos para os dados de IV e de RMN HR-MAS de 'H,

explicitando sua maior reprodutibilidade em comparacao a essas outras.

<
a0 ®pay—p P.amarus

20+

Factor?

0,
< “ pub . .
oo P o E P. urinaria
|  puc v < pntpRE?

-20+ “nee
P. caroliniensis

T T T T T T T T T
-20 0 20 40 60

Factaori

FIGURA 4.94. Gréfico de escores PC1 x PC2 (37,32% e 21,86%, respectivamente)

dos dados de RMN de "H dos extratos aquosos dos padrdes
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FIGURA 4.95. Grafico de escores PC1 x PC3 (37,32% e 14,75%, respectivamente)

dos dados de RMN de "H dos extratos aquosos dos padrdes

Relacionando os valores das componentes principais dos graficos de
escores aos valores do grafico de loadings, verificou-se que as variaveis destacadas

em cinza nas Figuras 4.96 a 4.100 foram as principais responsaveis por tal
agrupamento.
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FIGURA 4.96. Acima, grafico de loadings PC1 e PC2, linha preta e vermelha
respectivamente, dos dados de RMN de "H dos extratos aquosos dos padrées
destacando em cinza as variaveis descritas por valores positivos de PC1 e negativos
de PC2 que foram as responsaveis pela diferenciagcao da espécie P. niruri e

relacionando-as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.97. Acima, grafico de loadings PC1 e PC2, linha preta e vermelha
respectivamente, dos dados de RMN de 'H dos extratos aquosos dos padroes
destacando em cinza as variaveis descritas por valores negativos de PC1 e positivos
de PC2 que foram as responsaveis pela diferenciacdo da espécie P. amarus e

relacionando-as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.98. Acima, grafico de loadings PC1 e PC3, linha preta e azul
respectivamente, dos dados de RMN de "H dos extratos aquosos dos padrées
destacando em cinza as variaveis descritas por valores positivos de PC1 e de PC3
que foram as responsaveis pela diferenciacdo da espécie P. urinaria e relacionando-

as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.99. Acima, grafico de loadings PC1 e PC3, linha preta e azul
respectivamente, dos dados de RMN de 'H dos extratos aquosos dos padroes
destacando em cinza as variaveis descritas por valores negativos de PC1 e de PC3
que foram as responsaveis pela diferenciacdo da espécie P. tenellus e relacionando-

as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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FIGURA 4.100. Acima, grafico de loadings PC1 e PC3, linha preta e
azul respectivamente, dos dados de RMN de 'H dos extratos aquosos dos padrées
destacando em cinza as variaveis descritas por valores positivos de PC3 e negativos
de PC1 que foram as responsaveis pela diferenciagcao da espécie P. caroliniensis e

relacionando-as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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Através da anadlise das figuras anteriores se conheceram as variaveis
responsaveis por tal agrupamento, porém novamente nao foi possivel relaciona-las
aos compostos presentes, uma vez que, com excecao do tripleto do acido 4-
aminobutandico em 3,00 ppm que teve peso para a separacado da espécie P. niruri,
nenhuma das outras variaveis sao pertencentes a algum dos compostos
anteriormente identificados.

A partir da analise por agrupamentos hierarquicos também se obteve a
diferenciagdo taxondmica, utilizando o método incremental e um indice de

similaridade igual a 0,518. Este resultado esta mostrado na Figura 4.101.

T 0F =) o o= 0q
1 | 1 1 I 1

puE
pua P. uriparia

(=} {=3
}7 P. tenellus
pta

P. carpliniensis

pac
P. amarus
pahb

pne
P. niruri

FIGURA 4.101. Dendograma referente a analise por agrupamento hierarquico dados

de RMN de "H dos extratos aquosos das amostras padrao

Em seguida, os dados de folhas e caule foram acrescentados as
analises quimiométricas e a matriz passou a ser constituida por 45 linhas.
Realizaram-se analise por componentes principais dessa e observou-se, conforme
mostrado na Figura 4.102 e 4.103, que o agrupamento foi melhorado apds a adigao
da primeira derivada as transformacgdes e, portanto, as demais analises foram
realizadas efetuando-se esta operacdo matematica. Os postos quimicos escolhidos
nessas analises foram iguais a 3 e 4 que corresponderam a 54,26% e 66,97%,
respectivamente, das informagbes originais. No grafico de escores tridimensional
(Figura 4.104) deste ultimo, a tendéncia de formagao dos grupos correspondendo as

especies fica mais clara.
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Figura 4.102. Grafico de escores PC1 x PC2 (23,99% e 17,93%, respectivamente)

dos dados de RMN de "H normalizados dos extratos aquosos dos padroes, bem

como suas folhas e caule
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Figura 4.103. Grafico de escores PC1 x PC2 (25,65% e 18,06%, respectivamente)

dos dados de RMN de "H normalizados e submetidos & primeira derivada dos

extratos aquosos dos padrdes, bem como suas folhas e caule
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FIGURA 4.104. Grafico de escores PC1 x PC2 x PC3: (25,65%, 18,06% e 15,47%,
respectivamente) dos dados de RMN de 'H normalizados e submetidos a primeira

derivada dos extratos aquosos padrdes, bem como suas folhas e seu caule

Finalmente, adicionaram-se as demais amostras padrao cedidas pela
Prof? Dra. Lucia Regina Rocha Martins e a matriz de dados totalizou 84 linhas. No
grafico de escores obtido a partir da analise por componentes principais, as
amostras referentes a espécie P. niruri se diferenciaram das demais em valores
negativos de PC2, enquanto que a tendéncia de separagado das demais espécies é
observada somente no grafico tridimensional, conforme pode ser visto na Figura
4.105.
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FIGURA 4.105. A esquerda, grafico de escores PC1 x PC2 (18,86% e
13,26%, respectivamente) e a direita grafico de escores PC1 x PC2 x PC3 (18,86%,
13,26% e 10,52%, respectivamente) dos dados de RMN de "H dos extratos aquosos

de todas as amostras padrao, bem como folhas e caule

Como a regido aromatica € a que possui as principais informagdes dos

metabolitos secundarios, embora estes sejam minoritarios, realizaram-se analises

exploratdrias dessas mesmas amostras apenas para 0s sinais nela presentes
(Figura 4.106), pois, conforme discutido nos resultados de RMN HR-MAS de 'H, a

composicao de carboidratos € muito semelhante para plantas de uma maneira geral

e isto pode influenciar as classificagcbes de amostras desconhecidas.

40

30

20

Response (€ +07)

5,5049
variable

23199

FIGURA 4.106. Gréfico de linhas dos dados de RMN de 'H dos extratos aquosos de

todos os padrbes, destacando em branco as variaveis na regido aromatica

analisadas
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O resultado obtido, conforme mostra a Figura 4.107, foi muito
semelhante ao apresentado anteriormente, revelando que a regido aromatica pode
ser utilizada para a diferenciacdao taxondémica e, devido a isso, também foi

empregada separadamente para as construgdes dos modelos.
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FIGURA 4.107. A esquerda, grafico de escores PC1 x PC2 (25,65% e
18,07%, respectivamente) e a direita grafico de escores PC1 x PC2 x PC3 (25,65%,
18,07% e 15,47%, respectivamente) dos dados de RMN de 'H dos extratos aquosos

de todas as amostras padrao, bem como folhas e caule

Uma outra hipétese estudada foi a possibilidade de haver misturas de
espécies de Phyllanthus, o que justificaria a classificagdo ambigua em alguns casos.
Entdo se analisaram extratos aquosos de misturas binarias 1:1, mostradas na
Tabela 4.16, das amostras padrao fornecidas pelo CPQBA, representando as
espécies deste género, estudadas no presente trabalho. O grafico de escores obtido
com um posto quimico igual a 4 contendo 64,48% das informagdes originais,
representado pela Figura 4.108, mostra a formagéo das dez classes. Nesse também
se observa que as misturas contendo a espécie P. niruri se encontram em valores
negativos de PC1, enquanto que as que contém a espécie P. tenellus (c/ excegéo da

sua mistura com a P. niruri) em valores positivos de PC1.
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TABELA 4.16. Dados referentes as misturas binarias analisadas

mistura codigo classe
P. amarus + P. caroliniensis papc 1
P. amarus + P. urinaria papu 2
P. caroliniensis + P. urinaria pcpu 3
P. niruri + P. amarus pnpa 4
P. niruri + P. caroliniensis pnpc 5
P. niruri + P. tenellus pnpt 6
P. niruri + P. urinaria pnpu 7
P. tenellus + P. amarus ptpa 8
P. tenellus + P. caroliniensis ptpc 9
P. tenellus + P. urinaria ptpu 10
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FIGURA 4.108. Grafico de escores PC1 x PC2 (22,69% e 18,72%, respectivamente)

dos extratos aquosos das misturas binarias

4.3.2.1.b) Extratos Etandlicos

Os extratos etanolicos foram analisados analogamente (empregando
apenas a normalizagdo pela norma l;) e seus resultados, nestas condigbes de

analise, foram inferiores, uma vez que nao houve uma boa separagdo entre as
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espécies, conforme mostra o grafico de escores (Figura 4.109.A) obtido com um
posto quimico igual a 3 representando 74,80% das informagdes originais dos dados.
Entretanto, se for acrescentado as transformagdes as primeira e segunda derivadas,
essa separagao tem uma melhora significativa (Figura 4.109.B), o que ressalta a

importancia do tratamento dos dados nas analises quimiométricas.

EP.ni mPteelus mP.amaws 4 EP.nri mP.tenelus mP.amaus

m P. cadiiniensis P. uinaria -' ' m P. cadiiniensis P. uinaria

A ey . 0 4 B i

FIGURA 4.109. Gréfico de escores PC1 x PC2 dos dados de RMN de 'H dos
extratos etandlicos dos padrdes: A) dados normalizados (41,20% e 22,85%,
respectivamente) e B) dados normalizados e submetidos a primeira e a segunda

derivadas (33,18% e 22,07%, respectivamente)

Quando ha uma grande quantidade de variaveis, o autoescalamento
dos dados e ainda submetem-se esses as derivadas, a andlise do grafico de
loadings torna-se bastante complexa, como pode ser visualizado na Figura 4.110.
Nesta circunstancia, analisou-se o grafico de poder de modelagem (Figura 4.111),
no qual se selecionaram as variaveis de poder de modelagem proximo a um, para se
obter informacdes a respeito das variaveis de maior peso e concluiu-se que os sinais
da filantina tiveram um grande peso para o agrupamento observado. Isso
provavelmente ocorra, pois os mesmos so estdo presentes nos extratos da espécie

P. amarus, conforme discutido anteriormente.
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FIGURA 4.110. Grafico de loadings PC1 x PC2 (linha preta e vermelha,

respectivamente) dos dados de RMN de 'H dos extratos etandlicos
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FIGURA 4.111. Acima, grafico do poder de modelagem dos dados de RMN de 'H
dos extratos etandlicos dos padrdes, destacando em cinza as variaveis descritas por
valores proximos a um (1) e que foram as responsaveis pelo agrupamento

observado relacionando-as aos espectros, no grafico de linhas, logo abaixo
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4.3.2.2. Construgdo dos Modelos Quimiométricos

Na construcdo dos modelos utilizaram-se quatro conjuntos de dados
diferentes: um, utilizando os mesmos dados analisados pelas técnicas anteriores
(conjunto A); outro com os dados das misturas binarias (conjunto B) e ainda mais
dois com todas as amostras padrdo adquiridas, um analisando toda a regiao
espectral (conjunto C) e outro somente a regido aromatica (conjunto D). Com
excegao do conjunto B que nado foi analisado pelo PLS-DA, a cada um desses
conjuntos de dados foram empregados trés métodos quimiomeétricos de classificagéo
(KNN, SIMCA e PLS-DA), totalizando, assim, onze modelos.

Para a posterior validacdo externa, foram excluidas, aleatoriamente,
cinco replicatas do conjunto A; nenhuma para o conjunto B, devido ao baixo numero
de replicatas para cada classe e as mesmas nove replicatas, dos conjuntos C e D.

Nos modelos construidos pelo método KNN, todos com 1 vizinho mais

préximo, nao houve erros de previsao, conforme mostra a Figura 4.112.

| Modelo A ! | | Modelo B

| Modelo C | Modelo D

FIGURA 4.112. Grafico mostrando os erros do método KNN de predi¢cdo dos dados
de RMN de 'H dos extratos aquosos para os quatro modelos construidos, nos quais

a letra maiuscula do modelo refere-se ao seu conjunto de dados
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As construgdes dos modelos empregando o método SIMCA foram
realizadas da mesma maneira descritas para os dados anteriores. Nas tabelas
abaixo se encontram o numero de fatores (PCs) escolhido para cada classe, bem

como os valores de variancia nos quais suas escolhas foram baseadas.

TABELA 4.17. Dados referentes a construgdo do modelo A* empregando o SIMCA

Classe Fator % Acumulada
1 (P. amarus) 3 85,274605
2 (P. caroliniensis) 3 85,983353
3 (P. niruri) 2 79,357773
4 (P. tenellus) 3 86,842545
5 (P. urinaria) 2 78,220764

*refere-se ao seu conjunto de dados

TABELA 4.18. Dados referentes a construgédo do modelo C* empregando o SIMCA

Classe Fator % Acumulada
1 (P. amarus) 4 78,257858
2 (P. caroliniensis) 3 86,288605
3 (P. niruri) 3 76,646095
4 (P. tenellus) 4 77,769440
5 (P. urinaria) 3 83,548050

*refere-se ao seu conjunto de dados

TABELA 4.19. Dados referentes a construcdo do modelo D* empregando o SIMCA

Classe Fator % Acumulada
1 (P. amarus) 4 68,488205
2 (P. caroliniensis) 3 82,115402
3 (P. niruri) 3 71,957962
4 (P. tenellus) 4 69,433723
5 (P. urinaria) 3 74.819588

*refere-se ao seu conjunto de dados
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Para o conjunto de dados B utilizou-se 1 fator devido ao baixo numero
de amostra e, com esta quantidade de fator, a porcentagem acumulada para todas
as classes foi maior que 50%.

As informacdes sobre os residuos e distancias interclasses fornecidas
pelo SIMCA foram novamente avaliadas e estdo mostradas nas Tabelas 4.20 a 4.25.
Analisando e comparando os valores obtidos para o modelo A, observa-se que todos
eles foram maiores que os valores obtidos a partir da analise dos dados das outras
duas técnicas (Tabelas 4.2, 4.3, 4.8 e 4.9), o que indica que a RMN de 'H de liquido
seja a melhor delas para se trabalhar com este tipo de analise. O acréscimo das
outras amostras padrao (modelo C) diminuiu esses valores, porém, além de todos
serem aceitaveis para uma boa confiabilidade, o modelo ficou mais robusto uma vez
que o mesmo considera variagdes relacionadas a sazonalidade e regionalidade.
Para o modelo D, observa-se que os valores sao bastante similares aos do modelo

C, confirmando a possibilidade de se analisar apenas a regiao aromatica.

TABELA 4.20. Valores dos residuos interclasses para o modelo A*

CS1 CS2 CS3 CS4 CS5

CS1 0,542973 7,042112 3,599167 3,996399 4,695878
CS2 4,803966 0,473818 3,552276 3,681499 3,536148
CS3 13,525764 14,464057 0,537768 15,359573  18,579233
CS4 1,862536 0,987559 1,406429 0,217004 1,623379

CS5 4,434763 4,194715 3,859516 0,480103 3,686974
*refere-se ao seu conjunto de dados

TABELA 4.21. Valores das distancias interclasses para o modelo A*
CS1 CS2 CS3 CS4 CS5

CS1 0,000000 10,829247  17,314953  7,236589  7,251981
Cs2 10,829247  0,000000  19,780388  7,274002  7,401350
CS3 17,314953  19,780388  0,000000  20,968513  23,469669
CS4 7,236589 7,274002  20,968512  0,000000  5,820993

CS5 7,251980 7,401350 23,469669 5,820993 0,000000
*refere-se ao seu conjunto de dados




TABELA 4.22. Valores dos residuos interclasses para o modelo C*

CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
CS1 0,544887  3,345184 2,327857 1,842729 2,824589
CS2 2,508875  0,453749 2,242633 2,321543 2,382227
CS3 9,873603  10,780233  0,540585 9,823077 12,520739
CS4 2,626464  3,049692 2,914553 0,714424 2,532778
CS5 2,838113  3,940941 2,718354 2,021282 0,497032

*refere-se ao seu conjunto de dados

TABELA 4.23. Valores das distancias interclasses para o modelo C*

CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
CS1 0,000000  4,897060 12,216457  2,570860  4,429170
CS2 4,897060  0,000000 14,601292  3,528653  5,842496
CS3 12,216457  14,601292  0,000000 10,436940  16,447258
CS4 2,570860  3,528653 10,436940  0,000000  2,723327
CS5 4,429170  5,842496 16,447258 2723327  0,000000
*refere-se ao seu conjunto de dados
TABELA 4.24. Valores dos residuos interclasses para o modelo D*
CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
CS1 0,628493  1,461789  2,517488  2,010058  2,473578
CS2 3,652558  0,518674  3,436084  2.956855  3,295678
CS3 4,067348 1,918159  0,592883  2.694845  2,931055
CS4 2,861357  2,159017  3,393939  0.598004  2,695544
CS5 2,663040  1,700276  2,179439 1,841116  0,704399

*refere-se ao seu conjunto de dados

TABELA 4.25. Valores das distancias interclasses para o modelo D*

CS1 CS2 CS3 CS4 CS5
C31 0,000000 3,827972  4,536294  3,030759  2,850121
CS2 3,827972  0,000000  3,995597  3,625055  3,239379
CS3 4,536294  3,995597  0,000000  4,146360  2,967134
CS4 3,030759  3,625055  4,146359  0,000000  2,532773
CS5 2,850121  3,239379 2967134 2532773  0,000000

*refere-se ao seu conjunto de dados
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O modelo B (modelo construido a partir dos dados do conjunto B)
apresentou 6timos valores de residuos e distancias interclasses. O menor valor
desta ultima foi proximo a 7.5, enquanto que nos residuos a menor diferenga entre o
valor de classes diferentes foi de aproximadamente 6.0.

As construcdes dos modelos através do método PLS-DA sé foram
realizadas para os conjuntos de dados A, C e D. Escolheram-se os postos quimicos
baseando-se nos mesmos parametros estatisticos descritos anteriormente,
mostrados nas Tabelas 4.26 a 4.28. Para todos os trés modelos, os valores
relacionados aos erros foram mais baixos que os obtidos para os dados das outras
técnicas e os coeficientes de regressao foram todos maiores que o recomendado (r
> 0.9)74. Estes fatos corroboram em uma étima confiabilidade para qualquer um dos
modelos.

A validacdo externa, para todos os modelos construidos a partir dos
trés métodos quimiométricos empregados, teve um acerto de 100%, ou seja, previu

corretamente todas as amostras testes.

TABELA 4.26. Dados referentes a construgdo do modelo A* empregando o PLS-DA

Amostra P.amarus P. caroliniensis P. niruri P. tenellus  P. urinaria
Fator 3 5 2 2 5

Variancia | 13706,3965 9891,182617 16016,8516 20776,551 11805,9834
Porcentagem | 12,379220 8,933430 14,465957 18,764778 10,662822
Acumulada | 42,756195 63,704433 37,383701 32,173119 62,656445
SEV 0,070501 0,101256 0,044357 0,094797 0,092960
PRESS Val 0,198816 0,410107 0,078702 0,359455 0,345660
rVval 0,983470 0,970248 0,994092 0973173 0,973183
SEC 0,046696 0,044087 0,034340 0,072234 0,045525
PRESS Cal 0,078500 0,066085 0,043631 0,193056 0,070466
r Cal 0,993180 0,995252 0,996585 0,984802 0,994480

*refere-se ao seu conjunto de dados
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TABELA 4.27. Dados referentes a construgdo do modelo C* empregando o PLS-DA

Amostra
Fator
Variancia
Porcentagem
Acumulada
SEV
PRESS Val

r vVal
SEC
PRESS Cal
r Cal

P. amarus

4

14250,4844

6,876087

38.545765

0.086997

0.560070
0,977737
0,061306
0.259334
0,989606

P. caroliniensis
4
20120,894531
9,708654
39,858704
0,123421

1,127229
0,932790
0,081255
0,455566
0,973306

P. niruri P. tenellus  P. urinaria
4 4 6
12836,8115 15260,126 7768,82178
6,193967 7,363256 3,748581
41,614853 39,617733 52,853668
0,076712  0,088723 0,134932
0,435473  0,582505 1,347282
0,982528  0,981261 0,923694
0,050494  0,066137 0,047432
0,175928  0,301811 0,150735
0,992961 0,990191 0,991247

*refere-se ao seu conjunto de dados

TABELA 4.28. Dados referentes a construgédo do modelo D* empregando o PLS-DA

Amostra
Fator
Variancia
Porcentagem
Acumulada
SEV
PRESS Val

r Val
SEC
PRESS Cal
r Cal

4.3.2.3. Classificacdo das Amostras Comerciais

P. amarus

4

5456,57910

6,979240

37,843269

0,118349

1,036476
0.958146
0.073354
0,371278
0,985086

P. caroliniensis
4
5545,878418
7,093458
44729790
0,141176

1,474876
0,911392
0,079646
0,431358
0,974743

P. niruri P. tenellus  P. urinaria
4 4 6
7999,39990 6802,86377 5704,078613
10,231636  8,701206 7,295804
34,306206 39,799168 44,051632
0,103102  0,098228 0,144355
0,786626 0,714000 1,542047
0,968533  0,976783 0,907408
0,073121 0,067784 0,073468
0,374265 0,317035 0,367038
0,984965  0,989693 0,978550

*refere-se ao seu conjunto de dados

As amostras comerciais foram classificadas pelos onze modelos de

classificagado construidos (1 KNN, 1 SIMCA e 1 PLS-DA para cada conjunto de
dados A, C e D; e 1 KNN e 1 SIMCA para o conjunto de dados B). Os resultados
obtidos estdo mostrados nas Tabelas 4.29 a 4.32, nas quais novamente os numeros
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de classificagao correspondem as espécies de Phyllanthus estudadas, conforme foi
mostrado na Tabela 4.1 e o “0” significa que a amostra nao foi classificada em classe
alguma.

Observa-se na Tabela 4.29 que houve 100% concordancia entre os
resultados obtidos pelo SIMCA e pelo PLS-DA e esses resultados revelaram que
nenhuma das amostras comerciais sdo pertencentes exclusivamente a uma das
espécies de Phyllanthus aqui estudadas. Resultado semelhante ja havia sido obtido
para os dados de IV, no qual 55% das amostras comerciais foram assim
classificadas e para 5 amostras, quando analisados os dados de RMN HR-MAS de
'H.

Tabela 4.29. Classificacao das amostras comerciais baseada nos modelos

construidos para o conjunto de dados A

Amostra Classificacao (classe)
(codigo) KNN SIMCA PLS-DA
qp1 2 0 0
qp2 5 0 0
qp3 4 0 0
qp4 4 0 0
apsS 4 0 0
qp6 4 0 0
qp? 2 0 0
qp8 5 0 0
qp9 4 0 0
qp10 4 0 0
qp11 2 0 0
qp12 2 0 0
qp13 2 0 0
qgp14 2 0 0
qp15 4 0 0
qp16 4 0 0
qp17 2 0 0
qp18 4 0 0
qp19 4 0 0
qp20 2 0 0
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A classificagdo dada considerando o conjunto de dados B, referentes
as misturas binarias, mostrada na Tabela 4.30, segue a enumeragao das classes
apresentada na Tabela 4.16. Novamente as amostras comerciais foram classificadas

pelo SIMCA como nao sendo pertencentes a nenhuma das misturas analisadas.

Tabela 4.30. Classificacao das amostras comerciais baseada nos modelos
construidos para o conjunto de dados B

Classificacao (classe)

KNN SIMCA
qp1 9
qp2 0
qp3
qp4
ap5
qp6
ap7
qp8
ap9
gp10
qp11
qp12
agp13
gp14
ap15
gp16
qp17
gp18

qp19
gp20

Amostra (cédigo)

RN
o

S = © W ® 5 © W © W ™

O O O O O O O O O O O O o o o o o o o

© 00 © © 0 0 o0

Um dos possiveis motivos para classificacbes como as obtidas até
entdo, era a pouca quantidade de amostras padrao utilizadas nas construgées dos
modelos, o que torna estes pouco representativos. Devido a isso, construiram-se

modelos analisando uma maior quantidade de amostras padrao e os resultados
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estdo apresentados na Tabela 4.31. Esse acréscimo de amostras, como esperado,
alterou as classificagdes e estas ficaram mais coerentes, uma vez que, considerando
o resultado dado por pelo menos dois métodos, apenas 6 nao foram classificadas
como pertencentes as espécies de Phyllanthus estudadas, sendo que 5 delas (gp1,
ap7, qp13, qp14 e qp19) se mostraram, através da simples analise visual dos seus
espectros, diferentes das demais. Além disso, a grande maioria das amostras
comerciais foi classificada como P. tenellus, a qual € uma das espécies
recomendadas pela farmacopéia brasileira, embora em seus rétulos houvesse a

descricdo de P. niruri, como mencionado anteriormente.

Tabela 4.31. Classificacao das amostras comerciais baseada nos modelos

construidos para o conjunto de dados C

Amostra Classificacao (classe)
(codigo) KNN SIMCA PLS-DA
qp1 4 0 0
qp2 4 0 4
ap3 4 4 4
qp4 4 4 4
qap5 4 0 4
qp6 4 0 4
qp7 4 0 0
qp8 4 0 2
qp9 4 0 4
qp10 4 0 4
qp11 4 0 4
ap12 2 0 2
qp13 4 0 0
qp14 4 0 0
qp15 4 0 4
qp16 4 0 0
qp17 2 0 2
qp18 4 4 4
qp19 4 0 0
qp20 4 4 4




Resultados e Discussdo 121

O conjunto de dados D proporcionou uma maior coeréncia entre as
classificagdes dadas pelos trés métodos quimiométricos empregados, como pode
ser observado na Tabela 4.32, confirmando ainda mais solidamente, que a regido
aromatica € muito importante nas anadlises de fingerprint de plantas. No entanto, as
amostras com perfis espectrais anédmalos foram classificadas, pois as grandes
diferencas em seus espectros se encontravam principalmente na regido de

carboidratos.

Tabela 4.32. Classificacao das amostras comerciais baseada nos modelos

construidos para o conjunto de dados D

Amostra Classificacao (classe)
(c6digo) KNN SIMCA PLS-DA
qp1 3 0 3
qp2 4 4 4
qp3 4 4 4
qp4 4 4 4
qps 4 4 4
qp6 4 4 4
ap’ 3 0 3
qp8 4 4 4
qp9 4 4 4
qp10 4 0 4
qp11 4 4 4
qp12 1 0 1
qp13 5 0 0
qp14 4 0 2
ap15 4 4 4
qp16 4 4 4
qp17 4 0 4
qp18 4 4 4
qp19 4 0 4
qp20 4 4 4
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Além disso, nota-se que apenas uma amostra teve classificagdes
divergentes, 60% foram classificadas como P. tenellus por todos os métodos,
enquanto que, considerando dois deles essa porcentagem passa para 75%, sendo

0s 25% restantes, as amostras de perfis espectrais anédmalos.
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5. CONCLUSOES

A diferenciacdo taxonOmica entre as espécies de Phyllanthus
estudadas foi obtida com sucesso através das analises por PCA e por HCA dos
dados provenientes das trés técnicas avaliadas: IV, RMN HR-MAS de *H e RMN de
'H dos extratos aquosos e etandlicos. Dessas, a técnica de RMN de *H dos extratos
aquosos foi a que apresentou uma maior reprodutibilidade, pois suas replicatas
ficaram bem mais agrupadas. Além disso, através das analises de seus espectros,
de seus experimentos complementares e das comparacdes com dados da literatura,
caracterizou-se 0s metabolitos primarios: L-valina, L-alanina, L-treonina, acido-
4aminobutandico, D-sacarose, a- e p-D-glucose nos extratos aquosos e a
substancia filantina no extrato etandlico.

No entanto, mesmo tendo esse conhecimento sobre algumas das
substancias presentes no extrato aquoso, através das analises dos graficos de
loadings néo foi possivel relaciona-las aos agrupamentos observados, muito embora
se conheca as variaveis responsaveis por tal discriminacdo e para os dados das trés
técnicas estudadas. Somente nas andlises do extrato etandlico relacionou-se a
filantina aos altos valores de poder de modelagem.

Todos os modelos construidos possuiram uma boa confiabilidade,
porém a baixa reprodutibilidade das medidas de HR-MAS de 'H propiciou resultados
inferiores aos demais. Apesar das classificagcbes dadas a partir da andlise dos
dados das trés técnicas avaliadas, empregando os métodos KNN, SIMCA e PLS-DA
terem sido, em alguns casos, divergentes entre si, a maioria delas mostrou que
provavelmente muitas das amostras comerciais ndo seriam pertencentes a alguma
das espécies de Phyllanthus aqui estudada.

No entanto o estudo por RMN de 'H dos extratos aquosos, realizado
para uma maior quantidade de padrbes, evidenciou que um grande conjunto de
dados e a variabilidade do mesmo sdo fundamentais na construcdo dos modelos,
uma vez que, fatores como sazonalidade e regionalidade devem ser considerados,

aumentando assim, a representatividade das analises.
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Verificou-se ainda a importancia da regidao aromatica nas analises dos
extratos aquosos. Os sinais presentes nessa regido, embora minoritarios, sao
provenientes de metabdlitos secundarios e estes sdo imprescindiveis na
diferenciacdo de plantas, uma vez que 0s metabdlitos primarios sdo, de uma
maneira geral, 0S mesmos na maioria dos vegetais, independentemente da espécie,
género, etc.

Nesse contexto, considerando as classificacbes mais representativas,
obtidas a partir da regido aromatica dos dados de RMN de *H dos extratos aquosos
de uma maior quantidade e variabilidade de amostras padréao, concluiu-se que 75%
das amostras comerciais analisadas séo P. tenellus, embora em seus rotulos fossem
descritas como P. niruri, enquanto que 0s outros 25% provavelmente possuem
alguma irregularidade que pode estar relacionada a mistura de plantas (Phyllanthus
ou nao).

Dessa forma, concluiu-se que as técnicas de RMN, assim como o 1V,
apresentam um grande potencial em estudos que visam a investigacdo de matrizes
complexas como a droga vegetal estudada. Concluiu-se ainda que a técnica de RMN
de *H dos extratos aquosos pode ser considerada a mais adequada, uma vez que a
analise de seus dados forneceu os melhores resultados quimiométricos e maiores
informacdes sobre as amostras estudadas, além do preparo das amostras serem 0s
mais simples, pratico e rapido.

Cabe ressaltar que um conjunto de dados representativo, com uma
grande quantidade de padrbes que considere fatores como a sazonalidade e a
regionalidade, foi essencial para o sucesso do emprego dos métodos de
classificagao.
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