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RESUMO

Caracterizacdo Quimica por Cromatografia Liquida e Anélise Quimiométrica
de espécies vegetais de Bauhinia com aplicacdo em controle de qualidade de
amostras comerciais de “pata-de-vaca”. A infusdo de folhas de espécies de
Bauhinia, conhecida popularmente como “pata-de-vaca”, € comumente utilizada no
tratamento a varias enfermidades, dentre elas o diabetes. Estudos demonstram
que a espécie Bauhinia forficata € a que apresenta maior atividade hipoglicemiante
dentre as espécies do género. Porém, devido a grande semelhanca morfologica
das folhas desta com as de outras espécies, ocasionalmente seu uso popular na
decoccdo de suas folhas é feita de maneira inadequada. Desta forma, faz-se
necessario o desenvolvimento de métodos para o controle de qualidade das drogas
vegetais, com o objetivo de atestar a autenticidade destas. Os perfis quimicos
(fingerprints) obtidos por analises cromatograficas de extratos vegetais, trazem
uma quantidade grande de informagdes, constituindo sistemas multivariados que
podem ser utilizados como parametro de controle quimico de qualidade. O
presente trabalho relata a otimizacdo da separacdo dos constituintes do extrato
aguoso de espécies de Bauhinia por eluicdo gradiente no modo reverso.
Posteriormente os cromatogramas foram alinhados utilizando-se o software
MatLab® com o algoritmo COW (Correlation Optimized Warping) e, logo apés, 0s
cromatogramas foram submetidos a analises quimiométricas exploratorias (PCA e
HCA) e usados para a criacdo de modelos quimiométricos supervisionados de
classificacdo (KNN, SIMCA e PLS-DA) utilizando-se o software Pirouette®. Cento e
setenta cromatogramas de extratos obtidos a partir das folhas de arvores
identificadas botanicamente de trés diferentes espécies - B. forficata, B. longifolia e
B. variegata - foram utilizados para as Analise de Componentes Principais (PCA) e
Andlise de Agrupamento Hierarquico (HCA), que permitiram a visualizacdo da
distribuicdo nos eixos das PC’s de 15 amostras comerciais de “pata-de-vaca”.
Estas foram também analisadas utilizando-se os modelos supervisionados de
classificacdo, onde de todas elas 3 foram classificadas como B. forficata, 6 delas
classificadas como B. longifolia e 5 classificadas com B. variegata. Apenas para
uma das amostras nao foi possivel a classificacdo de sua espécie devido a uma

grande diferencga entre as determinacdes dos trés modelos distintos.
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ABSTRACT

Chemical characterization by liquid chromatography and chemometric analy-
sis of Bauhinia species (popularly known as “pata-de-vaca”) with applications
in quality control of commercial samples. The infusion of leaves from Bauhinia
species, is commonly used in the treatment to combat various diseases, among
them diabetes. Studies show that B. forficata species possesses the most hypogly-
cemic activity among the species of the genus. However, due to the extreme mor-
phological similarity between its leaves in comparison to other species’, occasional-
ly the popular use in the decoction of leaves is improper. Thus, it is necessary to
develop methods of quality control of herbal drugs, in order to certify the authenticity
of them. The chemical profiles (fingerprints) obtained by chromatographic analysis
of plant extracts, brings a large amount of information, providing multivariable sys-
tems that can be used as a good parameter for quality control. The present study
reports the separation optimization of the constituents obtained from aqueous ex-
tract on Bauhinia species by gradient elution on reverse phase. The chromatograms
were first aligned using the MatLab® software and the COW algorithm (Correlation
Optimized Warping) and after, the chromatograms were subjected on exploratory
chemometric analysis — Principal Component Analysis (PCA) and Hierarchical Clus-
ter Analysis (HCA) — and used to create models for supervised chemometric classi-
fication (KNN, SIMCA and PLS-DA) performed using the Pirouette® software. 170
chromatograms of extracts obtained from leaves of botanically identified trees from
three different species - B. forficata, B. longifolia and B. variegata - were used on
analysis by PCA and HCA, which allowed the visualization of the distribution of 15
commercial samples of "pata-de-vaca". Those samples were also analyzed using
the supervised classification models, and among them, 3 were classified as B. forfi-
cata, 6 were classified as B. longifolia and 5 of them were classified as B. variegata.
For one of the samples it was not possible to classify its species due to large differ-

ence among the determinations obtained from the three distinct analytic tools.



1. INTRODUCAO

1.1. Medicamentos fitoterapicos no Brasil

Nos ultimos anos, a procura e a utilizacdo de medicamentos alternati-
VOs, como os fitoterapicos e as drogas vegetais, tem crescido mundialmente. Em
paises desenvolvidos eles séo utilizados comumente como uma op¢ao mais sau-
davel ou menos danosa no tratamento de enfermidades. J& nos paises em desen-
volvimento, tais medicamentos sdo uma das principais alternativas resultante da
reduzida disponibilidade de medicamentos farmoquimicos para a populagdo eco-
nomicamente desfavorecidal™.

Carvalho et al estimam que o mercado de medicamentos de origem-
vegetal movimenta atualmente US$ 21,7 bilhdes por ano no mundo e no Brasil es-
se numero chega a US$160 milhdes. Este mercado estd em ascensao ja que apre-
senta um ritmo de crescimento de 15% ao ano contra 4% dos medicamentos far-
moquimicos?. Este grande crescimento é devido ao préprio interesse da populacgéo
em utilizar tratamentos preventivos e terapias naturais em que esta acredita, erro-
neamente, que esse tipo de tratamento ndo apresenta efeitos colaterais.

Paralelamente a esse grande crescimento encontra-se um dado for-
necido pelo Ministério da Saude indicando que o consumo de medicamentos no
Brasil acontece de maneira desequilibrada’®; 15% da populagdo consomem 48%
da producdo de medicamentos enquanto 51% consomem apenas 16% da produ-
céo, mas somente 40% da populacéo tém poder aquisitivo que lhes permite adqui-
rir medicamentos. Esta dificuldade no acesso aos medicamentos favorece o con-
sumo e a automedicacao de fitoterapicos e drogas vegetais, posto seus baixos cus-
tos e/ou ampla disponibilidade.

No entanto é preciso salientar que a utilizacdo desta classe de medi-
camentos deve ser feita assim como as demais: tendo-se um controle de qualidade
das matérias-primas utilizadas para a sua manufatura e também sob a supervisédo
de um médico responsavel pelo tratamento, para que o seu uso nao seja feito in-

discriminadamente.



O 6rgéo responsavel pela regulamentacédo de medicamentos no Brasil
€ a ANVISA, autarquia do Ministério da Saude, que tem como principal funcéo pro-
teger e promover a saude da populacdo, garantindo a seguranca sanitéria de pro-
dutos e servigcos disponiveis ho mercado.

A ANVISA define como medicamento fitoterapico todos os medica-
mentos obtidos a partir de plantas medicinais empregando-se apenas derivados de
drogas vegetais!”. Nestes estéo incluidos xaropes, tinturas e principios ativos extra-
idos apenas de matéria-prima vegetal. Entende-se por droga vegetal uma planta
medicinal que n&o passa por quaisquer transformacdes para se tornar um medica-
mento, apenas pela coleta, secagem, trituracdo e/ou pulverizacdo e pode ser utili-
zada também de forma integra.

Sobre os fitoterdpicos, com o intuito de avaliar a qualidade e autenti-
cidade da matéria-prima vegetal para sua manufatura, foi publicada pela ANVISA, a
resolucdo RDC 48 de 16 de marco de 2004 posteriormente complementada pela
resolucdo RDC 10 de 9 de marco de 2010"®. Ambas resolucdes foram elaboradas
com o objetivo de contribuir com a regulamentacao da producao, distribuicdo e uso
de plantas medicinais a partir das experiéncias cotidianas da populacéo. A ultima
visa garantir e promover a seguranca, a eficacia no controle de qualidade e no
acesso a este tipo de medicamento, e completa, juntamente com a resolucéao ante-
rior, a legislacao que regulamenta os medicamentos fitoterapicos e as drogas vege-
tais. Paralelamente a estas, encontra-se o guia para validacdo de métodos analiti-
cos e bioanaliticos'®, Resolucdo Especifica 899, que preconiza parametros a serem
medidos e avaliados em procedimentos analiticos, muitas vezes aplicados em eta-
pas de manufatura destas classes de medicamentos.

Assim, para o controle da qualidade da matéria-prima que servira para
a manufatura deste tipo de medicamento, a ANVISA recomenda nessas resolucdes
gue seja feita a quantificacdo de marcador(es) quimico(s) (alcaldides, flavondides e
taninos), preferencialmente o préprio principio ativo ou alguma substancia que te-
nha correlacdo com o efeito terapéutico. Entretanto, devido ao fato das plantas se-
rem constituidas por misturas complexas de substancias, que apresentam ou nao
atividades bioldgicas, caso a apresentem, existe a possibilidade destas atividades
estarem relacionadas ao efeito sinérgico de varias substancias agindo ao mesmo
tempo no organismo. Este fato reitera a ideia da utilizagdo de métodos mais abran-

gentes para o controle de qualidade destas matérias-primas.



Ainda tratando-se da composicdo quimica da matéria-prima vegetal,
deve-se ressaltar que este parametro pode variar em decorréncia de diversos fato-
res, tais como: procedéncia do material vegetal, condigbes de cultivo, estagio de
desenvolvimento da planta, sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica e de
nutrientes do solo, o uso de defensivos agricolas e método de coleta, secagem e
armazenamento (temperatura, umidade, luminosidade e ventilacéo)!” 8. Com tantas
variaveis relacionadas a sua composicdo, o estabelecimento e aplicacdo de um
protocolo de andlise quantitativa em relacdo aos constituintes quimicos que se
aplique a matérias-primas diversas fica claramente comprometido.

Métodos envolvendo diferentes técnicas analiticas (HPLC, GC e Ele-
troforese capilar) sao utilizados no controle de qualidade de medicamentos a base
de matérias-pimas vegetais. Especificamente na cromatografia liquida, diversos
tipos de detectores (UV-vis, fluorescéncia, ELSD, MS e NMR) séo utilizados em
analises quimicas gqualitativas e quantitativas, ultimamente com uma forte tendén-
cia para a utilizacdo do fingerprint cromatografico como parametro para o controle
de qualidade®.

1.2. O fingerprint cromatografico no controle de qualidade de fitoterapi-
cos e drogas vegetais.

De acordo com o exposto e visando o desenvolvimento de métodos
gue assegurem a qualidade das matérias-primas vegetais para manufatura de fito-
terapicos e drogas vegetais, a utilizacdo do perfil cromatogréafico como ferramenta
analitica comecou a crescer mundialmente. Exemplos de trabalhos utilizando-se
ferramentas quimiométricas para este fim estdo descritas nas revisées de Huang et
al™® e nos trabalhos de Jiang et al™¥, Liang et al'® e Martins et al*?. Estas ferra-
mentas fazem parte de procedimentos analiticos recomendados pela ANVISAF,
assim como a quantificacdo de marcadores quimicos para o controle de qualidade
de matérias-primas vegetais.

O perfil cromatografico vem ganhando maior destaque, pois, além de
permitir a comparacéo, classificacdo, identificagdo e avaliagdo das amostras, pode
ainda fornecer uma caracterizagcdo mais ampla da matéria vegetal. O termo finger-
print, do traduzido do inglés como impressao digital, € utilizado em analogia a essa

complexa caracterizagdo. A associagdo de uma poderosa técnica de separacéo a



um detector que confere informacéo estrutural, como DAD"3 2 e 0 MSI*58 permi-
te a aquisicdo de informacfes adicionais que sao Uteis ndo s6 para quantificacéo,
mas também na elucidacdo estrutural de seus componentes. Este processo faz
ainda com que o fingerprint obtido apresente multiplas variaveis a saber: tempos de
retencdo, espectros UV-vis para cada banda cromatogréafica e espectro de massas
das mesmas, o qual pode ser considerado praticamente Unico.

Em um trabalho de revisdo bibliografica publicada em 2010, Jiang et
al ressaltam a importancia do controle de qualidade das matérias-primas vegetais
para a manufatura de medicamentos fitoterapicos e de drogas vegetais, destacan-
do métodos recentes e constantemente utilizados, incluindo estratégias de scree-
ning, métodos envolvendo DNA, HPLC-DAD/MS juntamente com a utilizacdo de
ferramentas quimiométricas, quantificacdo de multicomponentes, LC/NMR, dentre
outras™.

A utilizacao das técnicas hifenadas relatadas acima (HPLC-DAD/MS)
gera, normalmente, uma grande quantidade de informac¢des no decorrer das anali-
ses (espectros de absor¢céo no UV-vis, no caso da utilizacdo do DAD ou Espectros
de Massa, no caso da MS). Assim, para que tais informacdes sejam bem utilizadas
e interpretadas, faz-se preciso a utilizacdo de programas matematicos especificos
que auxiliam na interpretacdo destes conjuntos de dados multivariados. A partir
destes, métodos quimiométricos de analise podem ser desenvolvidos facilitando a
interpretacdo desta grande quantidade de dados analiticos e auxiliando no desen-
volvimento de novas estratégias para o controle de qualidade de medicamentos de
origem vegetall*t: 1921,

Para que um método quimiométrico possa ser aplicado a um conjunto
de dados obtidos por métodos analiticos, se faz necessario que estes sejam adqui-
ridos sob as mesmas condi¢cdes de analise, para que apenas as diferencas e se-
melhancas particulares e inerentes de cada amostra sejam evidenciadas. Desta
maneira, para a aplicacdo de métodos quimiométricos no controle de qualidade de
matérias-primas vegetais seria necessario que todas as condi¢des, desde as inici-
ais de cultivo, aplicadas apenas em alguns casos, até a padronizacdo do método
para a obtencédo dos fingerprints, fossem as mesmas. Assim, a padronizacao das
etapas como procedimentos de extracdo, determinacdo do numero de réplicas pre-
paradas ou obtidas de forma independente para posterior utilizacdo, metodologias

de manipulacéo e preparado da amostra bem como o desenvolvimento de métodos



cromatograficos sdo de extrema importancia e implicam diretamente na qualidade
dos modelos quimiométricos a serem desenvolvidos.

Trabalhos que apresentaram a aplicacdo de ferramentas quimiométri-
cas na busca de desenvolver modelos mateméticos que sejam capazes de diferen-
ciar espécies de localidades distintas e em diferentes tempos de coleta podem ser
encontrados na literatura. Hoai et al*? utilizaram o fingerprint cromatogréafico
(HPLC-DAD e HPLC-MS) para diferenciar espécies de Mallotus bem como identifi-
car o composto responsavel pela sua atividade antioxidante, ja que esta é utilizada
como suplemento alimentar.

Dificuldades na identificacdo de plantas medicinais, assim como a
substituicdo/adulteracéo por alguma outra espécie, quando esta serve de matéria-
prima vegetal para a fabricagcdo e comercializacdo de drogas vegetais, podem tra-
zer graves problemas de salde. Ha relatos de casos na Bélgica®® de mulheres que
apos tomarem medicamento para emagrecer a base de acido aristoloquico extraido
de espécies de Aristolochia tiveram sintomas de insuficiéncia renal.

Koh et al®® desenvolveram um método utilizando HPLC-DAD e
HPLC-APCI-MS/MS para a identificacdo simultdnea de acido aristoléquico, tetran-
drina e fangoquinolina, pois a Stephania tetrandra (Fangji), planta ndo toxica, que
possui como componentes majoritarios tetrandina e fangoquinolina, tem sido fre-
guentemente substituida pela téxica Aristolochia fangchi (Guang fangji) que contém
acido aristoléquico I. Ambas as ervas sao utilizadas para o tratamento de reuma-
tismo e como diuréticos.

Zhao et al®! otimizaram um método de fingerprint cromatogréfico utili-
zando HPLC-DAD com posterior utilizacdo de ferramentas quimiométricas para a
identificacdo e classificacdo de raizes de quatro espécies distintas de Aconitum. Tal
classificacdo foi de extrema importancia ja que a espécie Aconitum kusnezoffii
Rchb é utilizada no tratamento de reumatismo, aliviando a dor, porém outras espé-
cies do mesmo género apresentam alcaloides diésteres altamente téxicos na com-
posicéo de seus extratos.

Lau et al'® utilizaram a técnica de HPLC acoplada a UV-vis (203nm)
para a obtencédo do perfil cromatografico de amostras cruas e cozidas de Panax
notoginseng. Com este ensaio identificaram os sinais responsaveis pela diferencia-
¢do de ambas as amostras comparando-se também as diferengas quantitativas

obtidas devido ao tempo de cozimento. Com este estudo, foi possivel concluir que



0 processo de cozimento causa a degradacao quimica de saponinas dando origem
a novos compostos.

Todos os trabalhos discutidos anteriormente demonstram a vasta
aplicacao e importancia que o fingerprint cromatografico tem apresentado nos ulti-
mos anos. A Tabela 1.1 relaciona outros trabalhos de acordo com o estudo que foi

realizado, a espécie estudada e sua referéncia.

Tabela 1. 1 Utilizacdo do fingerprint em estudos para o controle de qualidade de drogas

vegetais
Estudo / Objetivo Espécies Referéncias
Aconitum kusnezoffii [26]
Presenca de substancias toxi- ) 53
cas encontradas em drogas - fangchi e S. tetrandra [23]
vegetais ou de espécies relaci- Ferula communis [27]
onadas. ) . :
Angelicae dahuricae radix [28]
Cassia seeds [29]
Clutia richardiana [30]
Andrographis paniculata [31]
Comparacéo entre duas meto-  Flos Lonicera japonica Thunb, [32, 33]
dologias para a obtencao de _Fl0s carthami
fingerprint Arabidopsis thaliana [34]
Atractylis chinensis [35]
Coptis chinensis [36]
Radix Salviae Miltiorrhizae [37]
Trichilia catigua [38]
Cimicifuga racemosa [39]
Lippia gracilis [40]
Phyllanthus sp [12]
Houttuynia cordata [41]
Comparagdo entre espéecies e Gymnadenia conopsea [42]
entre espécies de diferentes
regides Radix Salviae Miltiorrhizae [43]
Angelica sinensis [44-46]
Paeonia sp. [47]
Ephedra sinica [48]
Hpericum japomicum [49]
Mallotus sp [50]

Continua na proxima pagina



Continuagdo da Tabela 1.1

Turnera difusa [51]
Cichorium intybus [52]
Polygoni Cuspidati [53]
Stemona tuberosa [54]
Angelica dahurica [55]
3 . Centella asiatica [56]
Comparagao entre espécies e : .
entre espécies de diferentes ~ Clematis huchouensis [57]
regides (continuacao) Ganoderma lucidum [58, 59]
Nelumbo nucifera [60]
Panax quinquefolium [61]
P_e_ricarpium Citri Reticulatae e [62, 63]
Viride
Prunellae Spica [63]
Scutellariae Radix [64]
Veratrum nigrum [65]
Bupleurum chinense [66]
Estudos de adulteragap visando Cistanche deserticola [67]
o controle de qualidade i i
Cinnamomum cassia [68]
Angelica sinensis [69]
Estabilidade apds processos Cephalotaxus sinensis [70]
industriais Dioscorea nipponica [71]
Ganoderma lucidum [72]

N&o apenas a utilizacdo do fingerprint, mas também o isolamento dos
constituintes de um extrato vegetal e de outras fontes naturais também é importan-
te quando se objetiva resultados na busca por produtos naturais farmacologica-
mente ativos. A selecdo da estratégia a ser utilizada neste processo é de extrema
importancia e visa economia de tempo, de esforcos e de reagentes gastos nesta
procura. Assim, antes do isolamento em escala preparativa para a utilizacdo de
novas substancias na producdo de farmacos, é importante ter o conhecimento dos
possiveis componentes quimicos presentes no extrato bruto vegetal com o objetivo
de se isolar apenas aquele(s) de interessel™.

Nesta vertente, técnicas hifenadas como HPLC/UV-vis, HPLC/MS e

HPLC/NMR, ou até mesmo as multi-hifenadas HPLC/UV-vis/MS, sao utilizadas an-



tes do estagio do fracionamento do extrato com o objetivo de obter um fingerprint
cromatografico. Com isso, diminui-se a possibilidade de isolamento de compostos
ja conhecidos (dereplicagdo) ou que ndo se mostraram ativos nos ensaios de ativi-
dade biolégical™. Este fato por sua vez, possibilita um estudo prévio dos compos-
tos presentes no extrato, visando o interesse estrutural para a posterior direciona-
mento de seu isolamentol’™ ®.

A identificacdo de compostos bioativos objetivando a posterior utiliza-
cdo em medicamentos farmoquimicos, tem fundamental importancia no processo
de desenvolvimento e regulacdo do mesmo para o tratamento futuro de diversas
enfermidades que atualmente sao tratadas com procedimentos populares. A difi-
culdade na identificacdo de substancias que apresentam ou ndo atividade biolégica
€ nitida e se da devido a infinidade de compostos presentes em um simples chéa
caseiro. Logo, com o intuito de minimizar ainda mais o tempo investido nestas bus-
cas e focalizar nos compostos que apresentam algum tipo de atividade bioldgica,
outras técnicas de separacédo, diferentemente das técnicas cromatograficas con-
vencionais (como eluigdo no modo normal, reverso ou HILIC), estdo sendo explo-
radas e utilizadas para a obtencéo de fingerprints.

A mistura do extrato estudado com biomacromoléculas (como DNA,
proteinas, enzimas e até mesmo células) antes da injecdo do mesmo no sistema
cromatografico ou ainda, a imobilizacdo das mesmas na fase estacionaria da colu-
na cromatogréfica, sdo alternativas que vem surgindo ultimamente na busca por

st 77. 78 'Na primeira opgéo pode-se comparar o fingerprint ob-

compostos bioativo
tido antes com aquele obtido ap6s a mistura do extrato com as macromoléculas e
entdo determinar possiveis moléculas candidatas a futuros farmacos*® % 34 na
segunda opcdo, a separacdo cromatogréafica se baseia nos principios de afinidade
e ganhou destaque por ser rapida, econdmica, sensivel e altamente especifica, ja
que a identificacdo dos compostos bioativos acontece on-collumn®®®¥ com a inte-

racdo direta do promitente farmaco com a enzima/macromolécula em questao.



1.3. Aspectos de “Pata-de-vaca”: botanicos, farmacoldgicos e quimicos

1.3.1. Aspectos gerais e botanicos

O género Bauhinia conta com aproximadamente 300 espécies distri-
buidas nas regifes tropicais, subtropicais e temperadas-quente da América, Africa,
Asia e Oceania®. No Brasil, a distribuicdo natural de Bauhinia forficata pode ser
visualizada na Figura 1.1. Tal mapa foi criado por Carvalho et al®” em levantamen-

to bibliogréfico feito sobre esta espécie em particular.

i 60° 50° A AL
10° -
. [ 30°

Figura 1. 1 Distribuicdo natural de Bauhinia forficata pelo Brasil segundo levantamento
realizado por Carvalho™.
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A espécie Bauhinia forficata se apresenta como uma arvoreta caduci-
folia® com 4 a 10 metros de altura e com 10 a 20 centimetros DAP (Diametro & altu-
ra do peito) chegando a existir também como um arvore de até 20 metros de altura
com DAP de 30 centimetros na idade adulta quando em florestas fechadas. Seus
troncos s&o tortuosos, curtos e delgados e ela ainda apresenta fustes? curtos e que
raramente atinge 5 metros de comprimento. Suas cascas apresentam espessura
de até 7 milimetros, de coloracéo cinza-escura e superficie lisa ou finamente fissu-
rada, sendo a casca interna branca e fibrosa.

Suas folhas sdo alternadas, simples, ovadas, coriaceas®, com até
10cm de comprimento e até 6cm de largura. Sao bilobadas, com dois Iébulos que
juntos apresentam forma de pata-de-vaca, caracteristica esta que da origem ao seu
nome popular. Sua lamina foliar é lisa, com a face superior brilhante e com glandu-
la na base. Quando jovens, apresentam 0s ramos com dois espinhos curvos como
estipulas na base do peciolo. Caracteristica esta que popularmente, pode ser utili-
zada na distincdo desta espécie. A Figura 1.2 ilustra a forma de suas folhas e flo-

rest®Y,

Figura 1. 2 A esquerda forma caracteristica das folhas de B. forficata — “Pata-de-vaca”
e a direita sua inflorescéncia!®.

As flores de B. forficata sdo brancas e de abertura noturna. Vistosas,
apresentam pétalas de até 9cm de comprimento e com dez estames comprimidos.

Seus frutos sé&o leguminosos aplainados de coloragcdo marrom-acinzentado e de

! Nome dados a plantas que apresentam caracteristica de perder suas folhas numa deter-
minada época do ano, geralmente nos meses mais frios.

? Parte do caule entre as raizes e as ramificacdes mais baixas.

® Aspecto semelhante ao couro
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até 20cm de comprimento e 2,5cm de largura. Com deiscéncia® elastica e valvas
lignificadas abrindo-se em duas partes contendo de 5 a 10 sementes internamente.
Estas se mostram de cor castanha ou pretas, achatadas com poros e medem 1cm
de comprimento. A Figura 1.3 ilustra uma arvore de B. forficata com seus frutos

ainda verdes.

Figura 1. 3 Cultivar de B. forficata com frutos verdes'®.

No estado de Sao Paulo, devido ao clima, a floracdo ocorre de Outu-
bro a Janeiro e o amadurecimento dos frutos de Maio a Dezembro, sendo que o
processo reprodutivo se inicia ao redor de 2 anos de idade em plantios. A espécie é
maleavel quanto ao solo ocorrendo em quase todos os tipos, mas prefere os pro-
fundos, permeéveis e de boa fertilidade quimica, assim como a maioria das An-
giospermas. Em relacdo a temperatura é uma espécie heli6fila®>, medianamente
tolerante as baixas temperaturas. Arvores adultas toleram temperaturas minimas
de até -6°C.

Devido a presenca de suas belas flores por um longo periodo do ano
espécies de Bauhinia sdo constantemente utilizadas como arvore ornamental em
parques e jardins de vérias cidades do pais. Outro fato que favorece sua utilizacdo

ornamental nas ruas e avenidas € o fato de ela ndo atingir uma grande altura, sen-

* Caracteristica de abertura espontanea, por maturidade, da estrutura do fruto.
® Plantas com preferéncia de locais com alto indice de luminosidade solar.
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do recomendada assim na arborizacdo de ruas estreitas e sob a rede elétrica®. A

espécie mais comumente utilizada para este fim é a Bauhinia variegata.

1.3.2. Aspectos farmacologicos

No Brasil, a utilizacdo de medicamentos provenientes de fontes alter-
nativas € frequente. Folhas de espécies de Bauhinia tém sido utilizadas popular-
mente para o tratamento de algumas enfermidades. Com relacéo as diferentes ati-
vidades biolégicas atribuidas a espécies do género Bauhinia, diversas pesquisas
tém sido publicadas, principalmente com relacdo a atividade hipoglicemiante das
mesmas!® . Apesar de existirem resultados ambiguos com relacdo ao efeito hi-
poglicemiante dessas espécies, alguns modelos experimentais tém demonstrado
que a utilizacdo do cha de “pata-de-vaca” contribui para o controle da glicemia,
principalmente para a espécie B. forficata®™. A Tabela 1.21*°” relaciona as ativida-

des biolégicas com a espécie em questao.

Tabela 1. 2 Espécies estudadas e atividades biol6gicas!**”

Espécies Atividades Bioldgicas
. Hipoglicemiante, diminuicdo da absorcéo de
B. candicans Pog .(; . ¢
glucose no intestino
B. forficata Hipoglicemiante, atividade anticoagulante con-

tra veneno de cobras, mimetizador de insulina
Hipoglicemiante

B. monandra

B. megalandra

Diminuicéo da absorgéo de glucose no intestino

B. scandens

Antitumoral

B. variegata

Antitumoral

B. terapotensis

Antiinflamatéria

B. cheilandra

Hipoglicemiante

B. racemosa

Antiinflamatoria e analgésica

B. purpurea

Antimalarica, antibacteriana, antiinflamatoéria e
antifangica

A maneira mais comumente utilizada pela populacdo para consumo

destas como drogas vegetais é através da decoccao de suas folhas. Elas podem



13

ser adquiridas em mercados municipais, ervanarias, farmacias de manipulacéo e
até mesmo em drogarias.

Normalmente, a populagédo em busca de meios alternativos de trata-
mentos utilizam-se deste mercado e adquirem, de forma informal, material vegetal
para confeccdo de chas caseiros utilizando-se de recomendacdes que, muitas ve-
zes, foram transmitidas através de geragfes sem um estudo aprofundado a respei-
to do procedimento e das substancias contidas nesta droga vegetal.

Em relacdo as Bauhinias existe uma grande quantidade de estudos
para expandir o conhecimento a respeito de sua agédo hipoglicemiante. Da Cunha
et al® avaliaram a atividade in vivo de extratos secos de B. forficata que foram
produzidos através de uma extracdo com etanol/agua (1:2) de suas folhas secas,
assim como a influéncia do processo de secagem feitos por trés tipos de procedi-
mentos distintos (spray dryer, estufa e granulacéo seca) e do tamanho das particu-
las formadas pelos mesmos. Os testes foram realizados com ratos que tiveram sua
atividade hipoglicémica analisada. Os autores concluiram que, dentre 0s processos
de secagem, os mais indicados que ndo afetam as atividades biolégicas das subs-
tancias presentes no extrato sdo a secagem por spray dryer ou em estufa, porém
neste estudo ndo foram avaliados outros solventes para extracdo das substancias
presentes nas folhas, como por exemplo, a utilizacdo de 100% de agua.

O trabalho desenvolvido por Pepato et al®” avaliou parametros fisicos
e metabdlicos ministrando ou ndo extratos de B. forficata a ratos diabéticos e ndo
diabéticos. J& o de Rajkapoor et all’®™ estudou o efeito antitumoral de extratos de
B. variegata. Ambos trabalhos sdo de extrema importancia e possibilitaram o au-
mento de conhecimento a respeito das espécies. Além destes, outros estudos rela-
cionaram atividades bioldgicas com estas espécies!®® 102107

E importante ressaltar que existem pesquisas que foram realizadas a
respeito da toxicidade dos extratos de Bauhinia. E o caso de outro trabalho de Ra-

jkapoor et all*®

. Neste, foi testada a atividade de uma flavona isolada de extratos
de caule de B. variegata. O autor concluiu que esta substancia apresenta atividade
citotoxica ndo so a células cancerigenas, mas também para as sadias, inviabilizan-
do assim o tratamento.

Outros estudos que objetivem a descoberta de novas aplicacdes na
utilizacdo de extratos de Bauhinia e também com o intuito de complementar aque-

les que ja foram realizados devem ser feitos. Os que foram desenvolvidos até o
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momento ddo grande indicacdo que as espécies de Bauhinia tém um grande po-
tencial farmacoldgico, ndo so de efeito hipoglicémico mas também para outras en-
fermidades. Desta maneira, extratos de Bauhinia poderiam ser utilizados de modo

alternativo como droga vegetal ou medicamento fitoterapico.

1.3.3. Aspectos quimicos

Tendo-se verificado a vasta atividade biologica das diferentes espeé-
cies de Bauhinia, pesquisadores desenvolveram trabalhos com o objetivo de identi-
ficar estruturalmente as moléculas responséaveis por tais atividades.

Até o0 ano de 2002 a espécie B. forficata era a que apresentava maior
guantidade de estudos a respeito de sua propriedade hipoglicemiante. Porém, além
dela, outras espécies ja haviam sido estudadas quanto as substancias presentes
em seus extratos com atividades variadas. A Tabela 1.3 apresenta as substancias
relatadas por Silva et al®® em revisao publicada em 2002. Neste trabalho os auto-
res apresentaram também algumas estruturas novas ou raras encontradas em ex-

100]

tratos de Bauhinia. As Figuras 1.4 e 1.5"% jlustram suas estruturas.

Tabela 1. 3 Substancias encontradas nas espécies de Bauhinia estudas.

Espécie Classe Composto

Sitosterol; Campesterol; Estigmasterol; Co-
lesterol; Estigmasta-2,5-dieno-7-ona; Sitoste-

Esteroides rol 3-O-B-glucosidio; Sitosterol 3-O-a-D-
xilorono-furanosidio
B. candicans Elavonéides Kaempfe_rol 3,-C_)-B-rutinosidio; Ka(_empfe[o_l 3-
O-B-rutinosidio 7-O-a-rhamno-piranosidio
Alcalbides Trigonelina
Alcoois Triacontanol
Polialcoois 3-O-metil-D-inositol (D-pinitol)
B. championii Berllzenc’)i.des Acido gélico
Glicosidios Bauhinina
. Kaempferitrina; Kaempferol-3-O-a-
B. forficata Flavondides Diraminosidio
Esteroides Sitosterol
Esteroides Sitosterol; Estigmasterol
B. guianensis Flavondides 4-hidroxi-7-metoxiflavona
Quinonas Lapachol; Di-hidro-a-lapachona

Continua na préxima pagina
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B. manca Esteroides

Sitosterol; Sitosterol-3-O-B-D-glucosidio; Es-
tigmasta-4-eno-3-ona; Estigmasta-4-eno-3,6-
diona

Benzenodides

Acido cinamico; Cinnamoil-B-D-glucose; Ester
metilico do &cido (E)-4-hidroxi-cinamico; Ester
metilico do acido (E)-4-hidroxi-3-
metoxicinamico; Acido gélico; Galato de metila;
Ester metilico do Acido 4-hidroxi-3-
metoxibenzoico; Ester metilico do Acido 3,4-di-
hidroxibenzdico; w-Hidroxipropioguaiacona;
Siringaresinol; (7S, 8R, 8'R)-5,5-dimetoxilarici-
resinol

Apigenina; Chrisoeriol; Luteolina 5,3-dimetoxi;
Kaempferol; Isoliquiritigenina; Isoliquiritigenina
2-metoxi; Isoliquiritigenina 4-metoxi; Echinati-
na; 2,4-di-hidroxi-4-metoxi-di-hidrochalcona;
(2S)-Narigenina (2S)-Eriodictiol; (2S)-
Liquiritigenina; (2S)-Liquiritigenina 7-metoxi;
(2S)-Liquiritigenina 4-metoxi; (2S)-7,4-Di-
hidroxiflavona; (2S)-7,3-Dimetoxi-4-hidroxi-
flavona; (2S)-3,4-Dimetoxi-7-hidroxi-flavona;
(2S)-7,4-Dimetoxi-3-hidroxi-flavona

Obtustireno

5,7-di-hidroxicromona; (2R,3R)-3-O-
galoilepicatequina

Isoquercitrina; Quercetina; Astragalina; 5,6-di-
hidroxi-7-metoxi-flavona-6-O--D-
xilopiranosidio

Acido aspartico; Treonina; Serina; Acido glu-
tamico; Prolina; Glicina; Alanina; Valina; Metio-
nina; Isoleucina; Leucina; Tirosina; Fenilalani-

na; Histidina; Cisteina; Lisina; Triptofano

Pacharina; Racemosol; Des-O-metilracemosol

Quercetina

B. manca
Flavonodides
Estilbenoides
Outros
Flavonodides
B. purpurea
Aminoécidos
B. racemosa Cromanos
B. reticulata Flavonodides
B. rufescens Estilbendides

5,6-di-hidro-11-metoxi-2,2,12-trimetil-2H-nafto-
[1,2-£][1]-benzopirano-8,9-diol; 11-metoxi-
2,2,12-trimetil-2H-nafto-[1,2-£][1]-benzopirano-
8,9-diol; 1,7,8,12b-tetra-hidro-2,2,4-trimetil-2H-
benzo-[6,7]-ciclo-hepta-[1,2,3-de
[1]benzopirano-5,10,11-triol

Esterdides Sitosterol; Estigmasterol
Acidos graxos Acido estearico
B. splendens v . . .
Flavondides Bausplendina; Quercetina; Rutina
Benzendides Galato de etila
B. tomentosa Flavondides

Isoquercitrina; Quercetrina; Rutina

Continua na préxima pagina



Continuacgéo da Tabela 1.3

16

B. thonningii

Lactona

Grifonilida

B. uruguayensis

Esteréides

Estigmasta-1,3,5-trieno; Estigmasta 3,5-dieno;
Campesterol; Estigmasterol; Sitosterol; Estig-
masta-4,6-dien-3-ona; Sitosterol-
3-O-a-D-riburono-furanosidio; Sitosterol -3-O-
B-D-xilopiranosidio; Sitosterol-3-O-a-D-
xiluronofuranosidio; Sitosterol -3-O-3-D-
glucopiranosidio

Flavonoides

Quercetina -3-O-a-L-ramnopiranosidio;
Kaempferol -3-O-a-L-ramnopiranosidio

Aminoécidos

Acido aspartico; Treonina; Serina; Acido glu-
tamico; Prolina; Glicina; Alanina; Valina; Metio-
nina;lsoleucina; Leucina; Tirosina; Fenilalanina;

Histidina; Colina

Outros

Hidrocarbonetos; Alcoois lineares

B. vahlii

Esteroides

Campesterol; Estigmasterol; Sitosterol

Flavonodides

Quercetina; Quercetina-3-glucosidio; Kaempfe-
rol; Agathisflavona

Triterpenoides

Acido betulinico

5,7,5 -tri-hidroxi-2"-O-ramnosil-flavona; 5,7,2"-

B. megalandra Flavonodides o L, )
g trihidroxi-5"-O-ramnosil-flavona
Esteréides Sitosterol
Triterpendides Lupeol

B. variegata

Flavonodides

Narigenina-5,7-dimetoxi-4-ramnoglucosidio;
Kaempferol-3-galactosidio; Kaempferol-3-
ramno-glucosidio
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Segundo Engel et al'® em trabalho publicado em 2008, a substancia
kaempferitrina, representada na Figura 1.4, € encontrada apenas em B. forficata.
Tendo isto em vista, 0s autores sugeriram que esta substancia pode ser utilizada
como marcador quimico para o desenvolvimento de metodologias para o controle
de qualidade de espécies de Bauhinia. Neste trabalho, foi desenvolvido um método
de quantificacdo por HPLC-DAD deste marcador a partir de um extrato utilizando-
se 100% de metanol, onde o mesmo foi testado em amostras comerciais de Bauhi-

nia. Os autores concluem que das amostras comerciais testadas, apenas em ses-
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senta por cento das mesmas foi encontrada a kaempferitrina. Eles ressaltam ainda
gue a metodologia desenvolvida pode ser utilizada, porém com cautela, pois foram
encontradas substancias que eluem no mesmo tempo de retengao que a kaempfe-
ritrina.

Nesta vertente, ndo ha nenhuma recomendacéao oficial feita pela Far-
macopéia Brasileira no que concerne o uso da “pata-de-vaca” como droga vegetal
de efeito hipoglicemiante ou qualquer outro uso terapéutico.

Mais recentemente foi publicada outra revisdo bibliografica reunindo
informacdes complementares sobre aspectos bioldgicos, toxicologicos e fitoquimi-
cos, descobertos apds 2002, para as espécies de Bauhinia. Nesta sdo apresenta-
das as estruturas de alguns novos constituintes de B. variegata como terpenos,
esterois, alcaldides e especialmente flavondides, que previamente nao haviam sido
determinadas. Esta revisdo ndo mostrou novas substancias de B. forficata. A Figu-

ra 1. 6 ilustra as estruturas identificadas®®.
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Figura 1. 6 Estruturas inéditas de B. variegata em 2009 segundo Cechinel-Filho et all®®.
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1.4. Utilizac&o de ferramentas quimiométricas no controle de qualidade
de amostras vegetais

1.4.1. Aspectos gerais e historicos

Atualmente a aplicacdo da quimiometria é vasta nas diversas areas
da Quimica e, no Brasil, o primeiro trabalho data de 1981. A partir deste, juntamen-
te com o desenvolvimento computacional, a producéo cientifica na area vem cres-
cendo anualmente™%. A aplicacdo de ferramentas quimiométricas na cromatogra-
fia data de 1989, quando Poppi™** desenvolveu seu projeto de mestrado utilizando-
se da calibragdo multivariada de dados.

A quimiometria utiliza-se de métodos matematicos ou estatisticos para
planejar ou selecionar procedimentos otimizados de medidas e de experimentos
para a andlise de dados multivariados™? como espectros, cromatogramas, propri-
edades fisicas, concentracdes, entre outros. Tais procedimentos tém como objetivo
extrair o maximo de informacdo de um conjunto de dados complexos, fazendo com
gue estes se tornem mais faceis de ser interpretados.

Desta forma, para que a utilizacdo da quimiometria em cromatografia
seja satisfatdria como uma ferramenta de analise e classificacdo de uma quantida-
de grande de dados, utilizados para o controle de qualidade de medicamentos fito-
terapicos, € essencial que todos os extratos a serem analisados sejam obtidos a
partir do mesmo procedimento. Assim, a garantia de que a composicédo do extrato
seja sempre a mesma para amostras replicadas aumenta. Do mesmo modo, tam-
bém é essencial que os cromatogramas a serem obtidos a partir destes extratos
passem pelas mesmas condi¢cdes cromatograficas, garantindo que a Unica variavel
de diferenciacdo entre as amostras seja simplesmente as propriedades intrinsecas
destas.

A presenca ou auséncia de um determinado pico cromatografico e
também, diferencas nas intensidades das bandas de mesmo tempo de retengéo de
amostras obtidas de matérias vegetais distintas, sdo parametros fundamentais nos
modelos quimiométricos de classificacdo e, consequentemente, podem ser usados
no controle de qualidade de medicamentos fitoterapicos e demais produtos de ori-

gem vegetal.
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Dentro das ferramentas quimiomeétricas utilizadas mais frequentemen-
te em cromatografia pode-se citar aquelas chamadas de (I) Analises néo-
supervisionadas as quais abrangem a analise exploratoria de dados que pode ser
feita utilizando-se a Anélise de Componentes Principais (Principal Component
Analysis - PCA)**! e a Andlise Hierarquica de Agrupamento (Hierarchical Cluster
Analysis - HCA) e (llI) As analises supervisionadas: SIMCA (Soft Independent Mo-
delling of Class Analogy), KNN (K™ Nearest Neighbor) e PLS-DA (Partial Least
Square for Discriminant Analysis).

As analises ndo-supervisionadas apresentam os dados em agrupa-
mentos (PCA e HCA apenas projeta em scores) levando em conta tendéncias en-
tre as amostras e permite também a verificacdo das variaveis. No caso da croma-
tografia, o tempo de retencdo ou até mesmo o comprimento de onda analisado,
representam as informacdes mais importantes das amostras e também suas corre-
lagBes. Muitos trabalhos ja utilizaram a PCA como ferramenta para o controle de

|[19] |[114]

qualidade utilizando-se de dados cromatograficos como Chen et al*™, Ni et a

com os estudos das sementes de Cassia, Yi et al'**® que fez estudos envolvendo a

mudanca dos metabdélitos secundarios de arvores de tangerina e Qin et al**®

que
também desenvolveram um trabalho envolvendo espécies de citrus utilizados com
fins medicinais.

As andlises supervisionadas sdo também conhecidas como métodos
quimiométricos de reconhecimento de padrdes e sdo comumente utilizados na
comparacdo entre amostras vegetais conhecidas ou no!?t 4 117 118 Tais méto-
dos utilizam-se de semelhancas e diferencas entre as amostras conhecidas e des-
conhecidas em que, 0 primeiro grupo supervisiona a classificacdo/determinacéo de
alguma caracteristica do segundo. Desta maneira, pode-se utilizar este procedi-
mento no controle de qualidade de espécies utilizadas na producdo de medicamen-

tos fitoterapicos.

1.4.2. Pré-tratamento dos dados quimiométricos

Antes de realizar qualquer anélise quimiométrica com os dados oriun-
dos de diversos cromatogramas, € necessario que estes passem por um pré-

tratamento organizando-se os dados em uma Unica matriz com o intuito de remover
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ruidos experimentais, corrigir desvios de linha de base e, principalmente, alinhar as
bandas cromatograficas™™®. Tal desalinhamento é o principal obstaculo na utilizacéo
de ferramentas quimiométricas, pois quaisquer diferencas, sejam de intensidade de
sinal ou de tempo de retengdo dos mesmos compostos entre cromatogramas obti-
dos a partir da mesma amostra, podem fazer com que a analise seja prejudicada
obtendo-se resultados errdneos ou imprecisos*2Y,

Desta maneira, com o intuito de minimizar erros na analise, predicéao e
classificacdo de dados, véarias ferramentas de alinhamento de bandas cromatogra-
ficas***1?¥ tém sido desenvolvidas. Estas ferramentas s&o aplicadas para corrigir a
variabilidade nos tempos de retencao das bandas cromatogréaficas devido a peque-
nas variagcdes na composicado da fase mével, perda de desempenho da coluna, va-
riacdes na temperatura, vazao, entre outros. As ferramentas mais utilizadas e cita-
das sdo: Dynamic Time Warping (DTW)*2% [121)
Correlation Optmized Warping (COW)™?*, Target Peak Alignment (TPA)*?% e Semi-

, Parametric Time Warping (PTW)

Parametric Time Warping (STW)*?Y, sendo que cada uma dessas ferramentas uti-
liza-se de um procedimento matematico diferente entre si com 0 mesmo propdosito:
alinhar as bandas cromatograficas sem que se altere o teor das informacdes inici-
ais retidas pelos cromatogramas.

Na literatura encontra-se também alguns trabalhos que comparam es-
sas diferentes ferramentas de alinhamento de bandas cromatograficas!*?" *23. Um
trabalho desenvolvido em 2004 por Gong et al**! esboca a importancia fundamen-
tal que o alinhamento de bandas apresenta em uma analise quimiométrica. Neste
trabalho os autores primeiramente testaram um método de alinhamento por interpo-
lacdo com cromatogramas hipotéticos, e assim que verificaram o funcionamento
deste, comparam duas andlises de componentes principais distintas de cromato-
gramas obtidos a partir de extratos reais de diferentes espécies de plantas que
apresentavam cromatogramas semelhantes (Cortex cinnamomi, Rhizoma chuanxi-
ong, Radix angelicae e Herba menthae): uma das PCA’s foi realizada sem que 0s
dados passassem pelo processo de alinhamento e a outra realizando este proce-
dimento. Com isso, os resultados foram conclusivos: o alinhamento dos cromato-
gramas, seja por qualquer uma das técnicas disponiveis, € fundamental antes de
se fazer qualquer analise quimiométrica. Porém, mesmo com o0 pré-processamento
de dados ja feito, deve-se utilizar as ferramentas quimiométricas com atencao, pois

ainda assim podem haver erros no agrupamento de dados, como retratado pelo
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trabalho. Mesmo tratando-se de um trabalho ndo muito recente, atualmente a co-
munidade cientifica considera o pré-tratamento de dados cromatograficos uma eta-
pa tdo ou mais importante do que a simples utilizacdo/aplicacdo das técnicas qui-

miométricas em si.

1.4.3. Ferramentas quimiométricas de andlise n&o-supervisionadas:
HCA e PCA

Atualmente, uma grande quantidade de trabalhos tem sido desenvol-
vida utilizando-se de ferramentas quimiométricas de andlise ndo supervisionadas
para facilitar e melhorar a interpretacdo de dados cromatograficos. Como exemplo,

pode-se citar o trabalho de Li et all*?®

gue utiliza da analise hierarquica de agrupa-
mentos (HCA) para diferenciar Lonicerae japonicae, uma espécie de planta comu-
mente utilizada no preparo de chas contra doencas bacterianas e virais, além de
febres, de outras espécies com Lonicerae hypoglaucae Miq., Lonicerae confusa
DC. e Lonicerae dasystyla Rehd, que eram espécies também recomendadas ante-
riormente pelo Farmacopéia Chinesa de 2005 como espécies ativas contra tais en-
fermidades.

Neste trabalho, os fingerprints de todas as espécies analisadas foram
obtidos de extratos aquosos e alcodlicos. Os extratos aquosos foram obtidos em
eluicdo gradiente em uma coluna Cig e 0s alcodlicos utilizando-se eluigcéo isocratica
com a mesma fase estaciondaria. Posteriormente, ap6s o alinhamento das bandas
cromatograficas, utilizando-se um software recomendado pela SFDA (Chinese Sta-
te Food and Drug Administration), as 20 amostras derivadas de 6 espécies distintas
foram classificadas em 5 grupos de acordo com as semelhancas e diferencas entre
seus cromatogramas. Tais propriedades, assim como citado pelos autores, sao
devidas a diferencas no local de cultivo e também a condi¢Bes climaticas aplicadas
a cada uma das plantas. Este fato permite que seja possivel a identificacdo até
mesmo da cidade de origem de uma amostra desconhecida.

Neste caso é importante salientar que, quanto maior a quantidade de
amostras que o método detém, mais robustez € agregada a essa ferramenta de
classificacdo. O conjunto de dados a ser analisado precisa ser representativo e por

isso ha a necessidade de grande quantidade de amostras constituintes, pois exis-
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tem muitas fontes de variacdo. Isto € valido ndo s6 para HCA, mas também para
PCA e outros métodos de classificacéao discutidos a seguir.

Outra ferramenta de andlise ndo supervisionada que é utilizada para
facilitar a interpretacdo dos dados e a classificacdo destes € a Anélise de Compo-

nente Principais (PCA). No trabalho desenvolvido por Xie et al*?”!

publicado em
2006, essa ferramenta foi utilizada com o intuito de avaliar sua eficacia no controle
de qualidade de plantas medicinais tradicionais chinesas. Eles também demonstra-
ram que com a técnica é possivel visualizar os dados apresentados em gréficos,
avaliando quais amostras sao semelhantes entre si, de um modo mais simples e
rapido, assim como na de HCA, porém com uma forma de visualizacdo ainda mais
facil.

A PCA serve satisfatoriamente como uma ferramenta de analise ex-
ploratéria de dados. Porém, na utilizacdo desta como ferramenta classificatéria pa-
ra o controle de qualidade de medicamentos fitoterapicos o seu uso deve ser feito
com parcimdnia ja que, assim como pode ser visto em trabalhos citados!*?> 27]
observa-se que as ferramentas de andlise ndo-supervisionadas ndo sdo as mais
indicadas para esta finalidade. No proximo tépico serdo discutidas ferramentas

guimiométricas recomendadas na utilizacdo de modelos classificatorios de dados.

1.4.4. Ferramentas quimiométricas de analise supervisionadas: KNN,
SIMCA e PLS-DA

Para a classificacdo de dados multivariados é fundamental a utiliza-
cao de ferramentas dotadas de procedimentos e calculos mais complexos e confia-
veis a fim de minimizar as chances de erro de predicdo, e maximizar a confiabilida-
de do modelo de classificagdo. Dentre as ferramentas quimiométricas atualmente
conhecidas destacam-se a KNN, a SIMCA e a PLS-DA, cada uma com sua parti-
cularidade.

O SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy) é considera-
do um método de classificacdo de amostras baseado em suas similaridades a partir

de uma anélise de componentes principais**®!

. Neste modelo, faz-se necessario o
uso de amostras padrao para que, a partir destas, seja calculada uma analise de

PCA em que as amostras desconhecidas serao classificadas.
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Tal classificacéo é feita comparando-se a amostra desconhecida a to-
das as outras amostras presentes na PCA. Dessa maneira, € extremamente ne-
cessario que a quantidade de amostras conhecidas de diferentes caracteristicas
sejam equivalentes, pois uma diferenca muito grande nestas quantidades pode fa-
zer com que a analise seja comprometida, ja que o SIMCA é uma técnica de classi-
ficacdo paramétrica, ou seja, que segue uma distribuicdo normal. Isso permite que
a amostra desconhecida seja classificada em uma classe ou mais, ou até mesmo
nenhuma, devido a formacé&o de hipercaixas ao redor das amostras padroes onde
as amostras desconhecidas poderdo ou ndo ser incluidas quando apresentadas no
mesmo grafico da PCA original.

No trabalho de classificacdo publicado por Soares et al**, os autores
demonstram estratégias de extracdo utilizando-se de folhas de Bauhinia e também
ferramentas quimiométricas como a HCA, PCA e SIMCA. O autor utiliza-se de trés
cultivares de Bauhinia forficata e trés cultivares de Bauhinia variegata (amostras
padrdo) para ser calculada a PCA inicial. Tal fato evidencia a caracteristica essen-
cial discutida acima, em relacdo a quantidade de amostras a serem utilizadas. No
trabalho, o autor também discute e compara os resultados obtidos por PCA, HCA e
SIMCA demonstrando a correlagéo entre estes.

Outra ferramenta bastante utilizada na classificacdo de amostras des-
conhecidas, e até mais simples do que a SIMCA, é a KNN. Nela, a amostra desco-
nhecida é classificada devido a menor distancia em relacdo a outra de caracteristi-
ca conhecida (amostra padrdo), classificando-a como de mesma classe que a
amostra padrdo. Assim, a classificacdo é mais simples, porém tende a ser menos
exata, pois desta maneira as informacgdes sobre a total distribuicdo da populacéo
das amostras néo é considerada.

Utilizando-se esta metodologia as amostras desconhecidas sempre
serdo classificadas como pertencentes a algumas das classes, e a somente uma
delas, mesmo que seus perfis cromatogréaficos sejam completamente diferentes.

No trabalho desenvolvido por Ni et al**"!

, publicado em 2008, o autor demonstra a
utilizacdo do KNN utilizando-se de cromatogramas e concentragbes obtidas por
ICP-AES (Inductively Coupled Plasma — Atomic Emission Espectrophotometry) |,
porém néo dispensa a utilizacdo de outra ferramenta de classificacdo (LDA - Linear
Discriminant Analysis) para dar suporte e confiabilidade a seus resultados. Estes

demonstraram que de todas as classificagdes realizadas utilizando-se essa meto-



26

dologia, 94% pelo menos foram feitas corretamente utilizando-se até cinco vizinhos
mais préoximos. Utilizando-se apenas um vizinho essa porcentagem aumenta para
98% e se torna bastante confiavel.

Assim como o trabalho de Ni et al, aquele desenvolvido por Martins et
al? tras a comparacéo entre as ferramentas quimiométricas de classificacdo até
aqui discutidas, juntamente com a PLS-DA. Esta, por sua vez, trata-se de uma
ferramenta mais robusta de classificacdo e apresenta em sua rotina, calculos e
procedimentos mais complexos de regressdo. O trabalho de Martins et al*? teve
como objetivo a utilizacdo dos diferentes modelos de classificacdo para o controle
de qualidade de espécies de Phyllanthus, conhecidas popularmente como “quebra-
pedra”. Comparando-se as ferramentas de analise supervisionadas foram encon-
tradas discordancias na classificagdo das amostras desconhecidas. Tais discor-
dancias podem ser esperadas j4 que cada um dos modelos utiliza-se de critérios
diferentes para a classificacdo. Justamente por isso, é recomendada a utilizacdo de
mais de uma ferramenta de classificacdo para que se possa avaliar com cautela os

resultados dos diferentes modelos.



27

2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

1. Diferenciar espécies de Bauhinia através de perfil cromatografico
e técnicas quimiométricas.

2.2. Especificos

1. Desenvolver um método de extracdo para obtencdo de extratos
aquosos de material vegetal de diferentes espécies de Bauhinia.

2. Desenvolver e validar um método analitico para a obtencdo de
perfil cromatografico utilizando-se de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) para a caracterizagao
quimica de espécies de Bauhinia.

3. Utilizar de técnicas quimiométricas para analise exploratéria dos
perfis cromatogréaficos e elaborar modelos de classificacdo quimiométricos.

4. Aplicar o método analitico cromatogréafico desenvolvido, juntamente
com o0s modelos quimiométricos na avaliacdo da autenticidade de produtos

vegetais conhecidos e utilizado como “pata-de-vaca”.
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3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1. Generalidades

As andlises cromatogréficas foram realizadas utilizando-se um croma-
tégrafo liquido de alta eficiéncia da marca SHIMADZU® (Tokio, Jap&o), composto
por uma bomba LC20-AT, um desgaseificador de membrana DGU 20 As, um detec-
tor de arranjo de diodos (DAD) SPD-M10Avp e um auto-injetor SIL10-A. O equipa-
mento apresentava-se acoplado a uma interface CBM-20A e 0s cromatogramas
foram registrados através de um software LCSolution verséao 1.21 sp.1.

Os solventes para as analises cromatogréficas foram de grau HPLC
(MALLINCKRODT®, J. T. BAKER®, TEDIA®), a 4gua ultrapura utilizada para o pre-
paro dos extratos aquosos e na composicdo das fases moveis foi obtida em um
sistema MILLI-Q® (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). Todas as solu¢des foram filtradas,
a vacuo, em um sistema MILLIPORE, utilizando-se membranas de nylon PHENO-
MENEX® (Torrance, EUA) de 0,45um.

Para a pulverizagdo das amostras vegetais fez-se o uso de um liquidi-
ficador industrial da marca SKYMSEN® (Brusque, Brasil) modelo TA-02.

O aguecimento para extracdo das amostras foi feito em manta de
aquecimento QUIMIS® (S&o Paulo, Brasil). Os extratos foram liofilizados em liofili-
zador LABCONCO® modelo E-C Modulyo (Kansas City, EUA) acoplado & bomba
de vacuo EMERSON® modelo DV-200N-250. A homogeneizacdo das amostras foi
realizada em agitador de tubos PHOENIX® modelo AP-56 (Araraquara, Brasil).

Para a pesagem dos reagentes foi utilizada balanca analitica AND®
modelo HR200 (San Jose, Canadd), com precisdo de + 0,1mg. As medidas de pH
foram realizadas utilizando um pHmetro QUALXTRON® modelo 8010 (Araraquara,
Brasil), com precisédo de £ 0,01 unidades de pH, conectado a um eletrodo de vidro
combinado. A calibracdo do pHmetro foi feita com solugdes tampéao pH 4,00 e 7,00
CHEMIS® (S&o Paulo, Brasil). As micropipetas utilizadas no preparo das amostras
foram da marca GILSON® (Middleton, EUA).

Para o empacotamento das colunas cromatograficas, foram emprega-
das silicas Luna® Cg (10um de tamanho de particula, 100A de poro), Luna® Cig
(10pum de tamanho de particula, 100A de poro) e Luna® fenil-hexil (10um de tama-
nho de particula, 120A de poro), produzidas pela PHENOMENEX® (Torrance, EUA)
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e silica fenil nucleosil® (10pum de tamanho de particula, 100 A de poro) fabricada
pela MACHEREY-NAGEL® (Diiren, Alemanha) que foram empacotadas no préprio
laboratériot*3”,

O empacotamento das colunas foi realizado por uma empacotadora
SHANDON® (Pittsburgh, EUA), utilizando tubos de aco inox (15,0cm x 0,46¢cm d.i.
para colunas analiticas) sob pressdo de 7.000psi. As silicas foram suspensas em
metanol e homogeneizadas em banho de ultrassom COLE-PALMER® modelo 8852
(llinois, EUA), por trés minutos antes de serem empacotadas. Apdés 0 empacota-
mento, as colunas foram condicionadas em metanol por 24 horas, com vazao de
1,0 mL/min, posteriormente foram identificadas e armazenadas em temperatura
ambiente, em local apropriado.

Foi avaliada também uma coluna analitica comercial com fase estaci-
onaria bifenil (fenil-fenil) da marca RESTEK® (Bellefonte, Pennsylvania, EUA) de
15cm (5pum de tamanho de particula, 120A de poro). Para todas as andlises croma-
tograficas foi utilizada uma coluna guarda de fase Cig (10um de tamanho de parti-
cula, 100A de poro), produzidas pela PHENOMENEX® (Torrance, EUA).

As analises quimiométricas foram feitas em microcomputador com
processador Intel Pentium 4 (3,4GHz), utilizando os programas computacionais:
Pirouette® versdo 4.0 (Infometrix Inc., Bothell, WA, EUA), Excel® (Microsoft), Ma-
tlab® versdo R2007b (MathWorks Inc., Natick, EUA) e rotina para alinhamento de
bandas cromatogréficas disponibilizada no site da Faculdade de Ciéncias da Vida
da Universidade de Copenhagen (http://www.models.kvl.dk/DTW_COW).

3.2. Coleta, identificacdo botanica e processamento de amostras do género
Bauhinia

O material vegetal (caule, folhas, flores e frutos) foi coletado de dife-
rentes arvores em diferentes localidades do estado de S&o Paulo: em Campinas no
Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA
Unicamp - 2 arvores) em um periodo de um ano com alternancia de trés em trés
meses a partir de Outubro de 2008, em Jaguarituna (6 arvores) em Maio de 2009,
Jarinu (1 arvore) em Janeiro de 2009, em S&o Carlos (3 arvores) em Novembro de

2008 e no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC — 14 arvores) em Maio de 2010.


http://www.models.kvl.dk/DTW_COW
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Além destas, em Marco de 2010, amostras de material vegetal seco
de duas arvores foram gentilmente fornecidas pelo grupo Centroflora®™Y. Em cada
local de coleta, com excec¢ao das amostras cedidas pela empresa, foram adquiridas
coordenadas geograficas utilizando equipamento de localizagédo por satélite (GPS —
Foston®). A Tabela 3.1 relaciona os locais de coleta e as coordenadas geograficas
de cada um dos cultivares aos quais foram coletadas amostras vegetais e exsica-

tas para identificacdo botanica.

Tabela 3. 1 Locais de coleta e coordenadas geogréficas das arvores selecionadas para
coleta e herborizagéo.

Amostra Cidade Coordenadas Geogréaficas
PO1 CPQBA - Unicamp S 22,79676° x O 47,11209°
P02 Campinas S 22,79730° x O 47,11241°
P03 S 21,98263° x O 47,88020°
P04 Séao Carlos S 21,98813° x O 47,88280°
P05 S 21,98791° x O 47,87979°
P06 S 22,70160° x O 46,98610°
PO7 S 22,70149° x O 46,98600°
P08 Jaguariina S 22,70215° x O 46,98909°
P09 S 22,70211° x O 46,98895°
P10 S 22,70358° x O 46,99024°
P11 Jarinu S 23,15277°x O 46,71277°
P12 S 22,87123° x O 47,07398°
P13 S 22,86795° x O 47,06915°
P14 S 22,86864° x O 47,06839°
P15 S 22,86905° x O 47,06853°
P16 S 22,86501° x O 47,08581°
P17 S 22,86445° x O 47,08683°
P18 IAC - Campinas S 22,86420° x O 47,08681°
P19 S 22,86400° x O 47,08683°
P20 S 22,86293° x O 47,08923°
P21 S 22,86066° x O 47,09062°
P22 S 22,86070° x O 47,08913°
P23 S 22,86315° x O 47,08922°
P24 S 22,86565° x O 47,08827°
P25 S 22,87255° x O 47,08494°
P26 Centroflora Nao fornecido
P27 Botucatu Nao fornecido

A identificacdo taxonémica foi feita pela Dra. Angela Studart da F. Vaz

do Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, ap0s herborizacéo de
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cada arvore coletada. As exsicatas identificadas, posteriormente, foram deposita-
das no herbario da UFSCar.

Tais amostras vegetais, apds coletadas, foram secas em estufa venti-
lada a 40° C por sete dias. Apds esse periodo, foram pulverizadas, a granulometria
dos p6s foi obtida e padronizada em peneira 60 mesh (Bertel®) e posteriormente
foram identificadas em frasco apropriado e armazenadas sob temperatura ambien-

te e ao abrigo da luz e de umidade.

3.3. Aquisicao de amostras comerciais de “pata-de-vaca”

Para o estudo, foram obtidas quinze amostras comerciais de pata-de-
vaca em diferentes datas e locais dentro do estado de S&o Paulo. Em todas elas, a
embalagem trazia informacfes a respeito da espécie a qual se tratava a amostra.

Tais amostras, conforme foram sendo adquiridas, passaram pelo
mesmo processamento das amostras padréo no que diz respeito aos procedimen-
tos de moagem e armazenamento (item 3.2). A extracao e liofilizagao foram reali-
zadas de acordo com os métodos padronizados (item 3.4) a fim de minimizar as
variacfes nado inerentes as propriedades intrinsecas de cada uma das amostras
vegetais. Todas as amostras apresentavam-se dentro do prazo de validade estipu-
lado pelos fabricantes/fornecedores.

3.4. Obtencédo dos extratos vegetais das amostras vegetais padrao e co-
merciais

A obtencado dos extratos aquosos foi realizada utilizando um método
de extracdo previamente estudado pelo grupo*? que foi inicialmente otimizado e
padronizado. O procedimento encontra-se descrito a seguir.

As extracOes foram realizadas em quintuplicatas para as amostras
padrdo identificadas e em duplicatas para as amostras comerciais adquiridas utili-
zando-se 0 seguinte método: pesou-se 3g de amostra vegetal em pd (60mesh) em
baldo de fundo redondo de duas ou trés bocas, com capacidade para 50mL. Adici-
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onou-se 20mL de agua deionizada e, na boca central do baldo, adaptou-se uma
coluna do tipo vigroux; em uma das bocas laterais, adaptou-se um termémetro e
vedou-se 0 sistema com septos. Levou-se ao aguecimento em manta de aqueci-
mento e, quando a temperatura interna atingiu 98°C, foram cronometrados 15 mi-
nutos. O sistema foi resfriado em temperatura ambiente, o conteudo do baldo foi
filtrado em papel de filtro para baldo de fundo redondo de 125mL, utilizando 30mL
de 4gua para a completa transferéncia e filtracdo do material vegetal. O extrato foi
congelado em nitrogénio liquido e liofilizado. Apos a liofilizacdo o extrato seco foi
transferido para frasco de vidro tampado, identificado, pesado e mantido em freezer
a -20°C.

3.5. Aquisicédo dos perfis cromatograficos dos extratos aquosos

Para as andlises cromatograficas, os extratos secos foram desconge-
lados a temperatura ambiente e pesados (30mg) em um becker. Adicionou-se 1mL
de agua deionizada, homogeneizou-se em agitador de tubos por 1 minuto. As solu-
¢cOes obtidas (30mg/mL) foram filtradas com algodé&o hidréfilo comercial, transferi-
das para frascos de amostragem (vials) e dispostas na bandeja do autoinjetor;
40uL de cada uma delas foram introduzidos no sistema cromatografico. Para cada
uma das fases estacionarias avaliadas foi desenvolvido e otimizado um método
gradiente de eluigéo.

O método selecionado para obtencao dos fingerprints foi de eluicéo
gradiente no modo reverso com fase movel constituida por metanol (solvente B) e
tampao fosfato (solvente A) 0,01M, pH=3, com a seguinte configuracdo: 4% de B
isocratico por 7,5min.; 4-21% de B em 1min.; 21-75% de B em 27min.; permane-
cendo em 75% de B por 10min; 75-4% de B em 5min. (retorno do gradiente); utili-
zando-se vazao de 0,75mL/min.

Os cromatogramas foram registrados com detector de arranjo de dio-
dos em varredura de 190-800nm, com aquisicdo em intervalos de 1,23nm, forne-
cendo 495 espectros por unidade de tempo de andlise. Para a utilizacdo dos mes-
mos nos modelos quimiométricos, selecionou-se 0s cromatogramas obtidos com

comprimento de onda de 254nm.
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Para as amostras comerciais de “pata-de-vaca”, apds a obtencdo dos
extratos aquosos em duplicata, as analises cromatograficas foram efetuadas para
cada uma delas de modo similar as amostras padrédo, dando origem a trinta croma-
togramas. Posteriormente, através de uma média simples, estes deram origem a
quinze cromatogramas que foram utilizados como dados de amostras de espécies

desconhecidas para classificacdo pelos modelos quimiométricos desenvolvidos.

3.6. Desenvolvimento de modelos quimiométricos: Andlise Exploratéria
e Modelos de classificacéo

Os cromatogramas obtidos das amostras padrdo (botanicamente
identificadas) e das amostras comerciais foram inicialmente transformados em uma
planilha de dados no Excel®, separando-se inicialmente os cromatogramas das
amostras padrdo daqueles das amostras comerciais. Esta planilha, aqui chamada
de matriz X, foi composta por 4.221 linhas e 200 colunas, em que cada coluna re-
presenta um cromatograma com as absorbancias do comprimento de onda seleci-
onado para aquisicdo e tratamento dos dados e cada linha um tempo de retencéo a
este relacionado. E importante ressaltar que a matriz X no Excel® estava transposta
e ap6s a transferéncia para o Matlab®, a mesma ficou configurada como 200 x
4.221.

Todos os cromatogramas foram submetidos a um procedimento de
alinhamento de dados multivariados desenvolvido por Skov et al, o0 COW!3¥ (Corre-
lation Optimized Warping). Apds esse procedimento, utilizando-se o software Pi-
rouette® (4.0 ver.2, Infometrix) calculou-se, com a matriz X ja alinhada, uma
PCAM? e uma HCA, ambas com os dados autoescalados e a Ultima com a distan-
cia euclidiana calculada com o método de conexdo Incremental.

Logo apds, também com a utilizacdo do mesmo software, desenvolve-
ram-se trés tipos de modelos quimiométricos de classificacdo: SIMCA (Soft Inde-
pendent Modelling of Class Analogy), KNN (K" Nearest Neighbor) e PLS-DA (Parti-
al Least Squares — Discriminant Analysis). Antes da aplicacdo destes modelos para
a classificagao das amostras comerciais de “pata-de-vaca” eles passaram por um
processo de validacdo. O procedimento constitui na retirada de 20% das amostras
padrao do conjunto de dados e posterior classificacdo destas pelos modelos. A va-

lidacdo é feita comparando-se os acertos na predicdo das espécies destas amos-
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tras padrdo comparando-se com a espécie determinada botanicamente. O mesmo
conjunto de treinamento foi aplicado para a validacédo dos trés modelos. Os mode-
los desenvolvidos foram aplicados para a classificagdo das amostras comerciais de

“‘pata-de-vaca”.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Coleta e identificacdo botanica de cultivares do género Bauhinia

No Brasil, arvores do género Bauhinia sdo constantemente utilizadas
como ornamentais devido a sua exuberancia e florescéncia por grandes periodos.
Devido a este fator, € encontrada com facilidade em ruas e avenidas de cidades
com o intuito de embelezar e fornecer sombra. Tendo essa abundancia em vista,
coletou-se material vegetal para herborizacdo e para provimento de amostras de
diferentes arvores de cidades distintas dentro do estado de Sdo Paulo: Campinas,
Jaguaritna, Jarind e Sao Carlos. Sabendo-se que o metabolismo secundario de
plantas superiores é constantemente afetado por diferentes fatores, como exemplo:
umidade, condicdes de solo, incidéncia luminosa dentre outros!”, espera-se que
existam também diferencas na constituicdo dos extratos obtidos entre as mesmas
espécies de regides distintas.

A Tabela 4.1 relaciona as cidades dos cultivares nas quais foram ob-
tidas as amostras vegetais, 0s numeros de registro das exsicatas no herbéario da
UFSCar e CPQBA apo0s a identificacdo botanica e a data das coletas e herboriza-
cOes de cada uma delas. No caso das amostras coletadas no CPQBA da Unicamp,
0 codigo a qual a tabela faz referéncia trata-se do nimero de depdésito no herbério
da prépria Instituicao.

Tabela 4. 1 Identificacdo das espécies, locais e datas das coletas.
Herbario Data da

Amostra Cidade Espécie UESCar Coleta

PO1 CPQBA B. forficata 755* Oout/08**
————  Unicamp _

P02 Campinas B. forficata 1112* Out/08**
P03 B. variegata 7650 Nov/08
P04 Séo Carlos B. variegata 7652 Nov/08
P05 B. variegata 7653 Nov/08
P06 B. variegata 7655 Mai/09
PO7 B. variegata 7656 Mai/09
P08 Jaguariana B. variegata 7657 Mai/09
P09 B. variegata 7658 Mai/09
P10 B. variegata 7659 Mai/09
P11 Jarinu B. longifolia 7651 Jan/09

Continua na préxima pagina
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Continuacdo da Tabela 4.1

P12 B. forficata 8332 Mai/10
P13 B. forficata 8333 Mai/10
P14 B. longifolia 8325 Mai/10
P15 B. longifolia 8326 Mai/10
P16 B. longifolia 8327 Mai/10
P17 B. longifolia 8328 Mai/10
P18 IAC B. forficata 8334 Mai/10
P19 Campinas B. forficata 8335 Mai/10
P20 B. forficata 8336 Mai/10
P21 B. forficata 8337 Mai/10
P22 B. forficata 8338 Mai/10
P23 B. longifolia 8329 Mai/10
P24 B. longifolia 8330 Mai/10
P25 B. longifolia 8331 Mai/10
P26 Centroflora B. forficata - Abr/10
P27 Botucatu B. forficata - Abr/10

* Registros no herbéario do CPQBA.
** As coletas das amostras P01 e P02 foram feitas de 3 em 3 meses durante
um ano com inicio em Out/08 totalizando 4 coletas de cada arvore.

As amostras vegetais coletadas dos cultivares nas cidades de Séo
Carlos, Jaguariina e Jarinu situavam-se em ruas e avenidas destas cidades e fo-
ram escolhidas aleatoriamente para realizagdo do presente trabalho (situavam-se a
uma distancia minima de 10m e maxima de 1km entre si). Logo apés a coleta e a
herborizacdo, a matéria vegetal foi submetida a procedimentos de secagem com
posterior processo de moagem (incluindo folhas e pequenos galhos) e ao final se-
guida de tamisacao dos poOs que passariam pelo processo de extracao (item 4.2).

A tamisacéo, procedimento realizado para padronizar o tamanho de
particula da matéria vegetal moida, visa a uniformidade dos pds com o intuito de
minimizar esta influéncia no procedimento de extracdo, e foi determinado de acordo

com o proposto por Sonaglio et al'®.
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4.2. Obtencao de amostras comerciais de “pata-de-vaca”

Amostras comerciais de “pata-de-vaca”, de diferentes fabricantes e
diferentes localidades, foram adquiridas durante todo o periodo do presente traba-
Iho em farmacias, de manipulacdo e homeopaticas. A Tabela 4.2 apresenta as in-

formacdes de data e local da compra assim como a espécie indicada no rotulo.

Tabela 4. 2 Cidades de aquisicao e espécies indicadas no rétulo de amostras comer-

ciais adquiridas.

Amostra Datada  Cidade de Aquisicéo Espécie indicada no
compra rotulo
ACO01 Jan/2010 Sé&o Carlos — SP Bauhinia sp.
ACO02 Dez/2009 Goiania — GO Bauhinia sp.
ACO03 Jan/2010 Sé&o Carlos — SP B. forficata
AC04 Jan/2010 Sé&o Carlos — SP B. forficata
ACO05 Jan/2010 Sao Carlos — SP B. forficata
ACO06 Jan/2010 Sé&o Carlos — SP nao informado
ACO7 Ago/2008 Aracaju — SE nao informado
ACO08 Jan/2009 Sao Carlos — SP B. forficata
ACO09 Jan/2009 Jaguariuna — SP B. forficata
AC10 Jan/2009 Sé&o Carlos — SP Bauhinia sp.
AC11 Dez/2009 Goiania — GO Bauhinia sp.
AC12 Jan/2009 Séao Carlos — SP Bauhinia sp.
AC13 Jan/2009 Séao Carlos — SP Bauhinia sp.
AC14 Dez/2009 Goiania — GO nao informado
AC15 Fev/2010 Paraibuna — SP B. candicans

As amostras apresentavam marca, nome comercial, lote, data de fa-

bricacdo, validade e a descricdo da espécie. Porém, em varias delas as espécies
foram apresentadas somente com sp e para algumas delas, nenhuma informacéo
foi fornecida. Isto pode ser observado analisando a Tabela 4.2 (AC06, ACO7 e
AC14). Estas amostras foram adquiridas em farmacias de manipulacdo (AC06 e
AC14) enquanto a ACO7 em feira-livre.

Todas as amostras estavam secas, algumas delas se caracterizavam
por folhas inteiras, outras ja estavam trituradas e aquelas que foram adquiridas de

farmacias de manipulacédo estavam pulverizadas dentro de capsulas. Os procedi-
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mentos de extracdo e manuseio foram realizados assim como para as amostras

vegetais padrao, descrito no item 4.4, porém em duplicata.

4.3. Padronizacgao e validacdo do método de extragcao

Estudos publicados demonstram que a utilizacdo de diferentes solven-
tes, quando empregados nos procedimentos de extracdo de amostras vegetais,
influencia na constituicdo do extrato e consequentemente no perfil cromatografi-
CO[ZO' 134-136].

Tendo em vista a utilizacdo popular da “pata-de-vaca” na forma de
chas de suas folhas segundo a recomendacdo da Farmacopéia Brasileira®, utili-
zou-se 0 método descrito como citado em 4.4 para proceder o preparo dos extratos
a serem analisados por HPLC.

O uso de extratos aquosos para controle de qualidade de perfis cro-
matograficos ja foi utilizado com éxito pelo grupo em trabalho anteriorl*® 3 o que
motiva 0 emprego deste tipo de extrato. Outra razdo que justifica a utilizacdo de
agua como solvente para os procedimentos de extracao é o fato deste solvente ndo
ser agressivo ao meio ambiente e reduzir drasticamente a geracao de residuos da-
nosos durante o desenvolvimento do trabalho.

O método de extracdo utilizado visou a padronizacéo das variaveis re-
lacionadas ao processo de extracdo como: quantidade de agua utilizada no pro-
cesso, quantidade e tamanho das particulas do matérial vegetal (padronizado antes
da extracdo), temperatura e o tempo de extracao além de procedimentos de manu-
seio do mesmo durante todo processo.

A liofilizacéo foi realizada apGs a obtencéo dos extratos, com o objeti-
vo de, primeiramente evitar processos de degradacdo por oxidacdo e/ou hidrolise
das substancias presentes no extrato e, posteriormente obter uma mistura homo-
génea e solida dos componentes liofilizados, fato que permite a posterior padroni-
zacao da concentracao das solugcdes a serem introduzidas no sistema cromatogra-
fico. Todos os extratos preparados foram liofilizados e mantidos em freezer (-20°).

A padronizacdo do método de extracdo se faz necessaria e é funda-
mental, pois para as analises quimiométricas a serem realizadas quaisquer possi-

veis interferéncias sao decisivas. Estas, provenientes do meio externo ou do analis-
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ta, sdo passiveis de gerar no fingerprint grandes diferencas, que por sua vez po-
dem acarretar em erros nos modelos de classificacdo a serem desenvolvidos. Des-
sa maneira, com o intuito de avaliar o método de extracdo e demonstrar que este
ndo alteraria o perfil cromatogréafico a ser obtido dos diferentes extratos, os coefici-
entes de variacdo de tempo de retencdo e area de cinco bandas cromatograficas
(indicadas na Figura 4.1) foram calculados para dez diferentes cromatogramas
(dez amostras preparadas independentemente de B. forficata — PO1). Os resultados

obtidos estdo relacionados na Tabela 4.3.

Tabela 4. 3 Coeficiente de variacdo entre cromatogramas de diferentes extracdes de
B.forficata. (Repetibilidade)

Banda Tempq o!e Retencéao C.oefN. de ] Area C_oefN. de
(Média, n=10) Variacdo (%) (Média, n=10) Variacao (%)
1 2,93 0,30 3249,20 0,54
2 4,18 0,54 4449,90 0,85
3 5,36 1,01 5605,90 1,82
4 21,13 0,52 21429,90 0,53
5 22,43 0,50 22692,80 0,45

Analisando-se a Tabela 4.3 é possivel observar coeficientes de varia-
cdo maximos de 1,01% e 1,82% que foram obtidos para os tempos de retencao e
area das bandas, respectivamente. Tais valores representam que o método de ex-
tracdo nao influenciard muito nos modelos quimiométricos de classificagao.

As bandas cromatogréficas 1 a 5 selecionadas para a avaliacdo da
repetibilidade do método de extracdo estdo destacadas nos cromatogramas apre-
sentados na Figura 4.1. Os cromatogramas foram obtidos utilizando-se uma coluna
analitica de 15cm x 0,46cm d.i. empacotada com silica Luna® fenil-hexil (10pm de
tamanho de particula e 100A de poro) com elui¢do gradiente como descrito no item
3.5.
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Figura 4. 1 Cromatogramas obtidos de B. forficata (P0O1) para o calculo do coeficiente de
variagdo do método de extracao.

Com o intuito de analisar a precisdo de injecdo, caracteristica do auto-
injetor do sistema cromatografico utilizado, os mesmos parametros, tempo de re-
tencdo e coeficiente de variacdo, foram calculados a partir de analises em quintu-
plicata de injecdo de uma mesma solucao de extrato de B. forficata (PO1). Os coe-

ficientes de variagdo estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4. 4 Coeficiente de variagdo entre cromatogramas de mesmo extrato de

B.forficata.(Precisdo de Injecao)

Banda Tempold_e- Retencao C_oef;de ,A_rea C_oef.Nde
(Média, n=5) Variacdo(%) (Meédia, n=5) Variacao(%)
1 3,02 0,38 3268,80 1,70
2 4,73 0,58 5040,80 1,17
3 573 1,28 5992,20 1,52
4 21,54 0,46 21813,00 0,44
5 22,84 0,42 23079,80 0,36
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Assim como pode ser observado na Tabela 4.4, os coeficientes de va-
riacdo maximos obtidos foram de 1,28% e 1,70% para tempo de retencéo e area da
banda, respectivamente. Dessa maneira, pode-se afirmar que parte do coeficiente
de variagdo calculado anteriormente e demonstrado na Tabela 4.3 seja devido as
variacfes instrumentais e ndo a possiveis pequenas diferencas no procedimento
de extracdo. Tais valores de coeficiente de variacao para precisdo de injecdo tam-
bém néo terdo grande influencia na predicdo dos modelos quimiométricos de clas-

sificacao a serem desenvolvidos, devido aos coeficientes de variagdo encontrados.

4.4. Otimizacdo das condicdes cromatograficas para aquisicdo dos fin-
gerprints dos extratos das diferentes espécies de Bauhinia

ApOs a padronizacdo e validacdo do método de extracdo, cinco extra-
tos foram preparados individualmente para cada amostra vegetal de cultivar coleta-
do, perfazendo um total de 170 extratos oriundos de amostras vegetais coletadas e
identificadas (10 extracBes de P01 para a validacdo do método de extracao, 5 ex-
tracOes para cada coleta realizada em P01 e P02 e 5 extracbes de cada um dos
outros 26 cultivares). Além dos extratos das amostras padrdo foram preparados 30
extratos oriundos das amostras comerciais adquiridas.

A qualidade do perfil cromatografico, no que diz respeito a maior
quantidade de informacgfes (bandas cromatograficas), esta diretamente ligada a
separacdo cromatogréfica e a intensidade das bandas nele obtido!**" 38 Assim,
parte fundamental no desenvolvimento do método quimiométrico esta ligada dire-
tamente ao desenvolvimento do método cromatogréafico, que se caracteriza pela
escolha correta da fase estacionaria, bem como propriedades da coluna cromato-
gréfica (tamanho de particula, comprimento da coluna e diametro), estabelecimento
de fase movel apropriada, determinacdo da vazéo e selecdo do comprimento de
onda a ser usado para a aquisicdo dos dados. Todos estes parametros estédo dire-
tamente ligados ao posterior sucesso da caracterizagao/diferenciacéo pelos mode-
los quimiométricos.

Cabe colocar que, uma vez escolhida tais condi¢gdes, estas serao utili-

zadas na obtencao de todos os demais fingerprints cromatogréficos, ja que a varia-
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cdo destes influenciaria diretamente na qualidade dos perfis cromatogréaficos a se-
rem obtidos. Assim, é desejavel que o método a ser desenvolvido apresente boa
seletividade e resolugdo com a utilizagdo de uma fase movel de composigcédo sim-
ples, com pH aplicavel ao sistema e a coluna cromatografica (pH entre 2 e 8), con-
ferindo maior robustez e confiabilidade ao mesmo.

Com o intuito de se obter cromatogramas bem resolvidos para que es-
tes permitissem o melhor desenvolvimento dos modelos quimiomeétricos, foram
avaliadas as seguintes variaveis na otimizacdo do método cromatografico para fu-
tura obtencédo dos fingerprints: fase estacionaria, natureza do modificador organico,
parametros de eluicdo gradiente (concentracdo do modificador organico, tempo,
inclinacdo e vazdo) e comprimento de onda para aquisicdo dos dados.

Para que as figuras de mérito precisdo de injecao e repetitividade fos-
sem avaliadas (item 4.2) e também para a posterior aquisi¢cdo dos perfis cromato-
graficos para composi¢cao dos modelos quimiométricos, primeiramente foi necessa-
ria a selecdo de um comprimento de onda adequado para que tais dados fossem
coletados. Selecionou-se um comprimento de onda que fornecesse uma maior
quantidade de bandas cromatogréficas. A Figura 4.2 — A ilustra um cromatograma
em 3D obtido a partir de uma das replicatas de extragéo de B. forficata (PO1) com a
utilizacado do gradiente descrito no item 3.5. Para esta etapa foi utilizada uma colu-
na de 150mm x 4,6cm d.i. e de fase estacionaria Luna® fenil-hexil (10um de tama-
nho de particula, 120A de poro), foi injetado 40uL de extrato vegetal ressolubilizado

de concentracdo de 30mg/mL

Figura 4. 2 Cromatograma de extrato aquoso de B. forficata. A esquerda a projecéo tridi-
mensional e a direita a projecdo de contornos e a indicacdo do comprimento de onda seleci-
onado (254nm) para as andlises.
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E possivel observar o comprimento de onda indicado (Figura 4.2 — B)
que foi selecionado (254nm). De acordo com 0s espectros obtidos, neste compri-
mento de onda, o cromatograma apresentou boa resolugéo e intensidade de ab-
sorbancia, caracteristicas que permitirdo a obtencdo de fingerprints com maior
quantidade de informacdes permitindo melhor acuidade e precisdo dos modelos
quimiométricos.

Para a avaliacdo das fases estacionarias, inicialmente selecionou-se 3
tipos de fases distintas para avaliacdo da seletividade das mesmas: silicas Luna®
Cs (10pm de tamanho de particula, 100A de poro), Luna® Cig (10um de tamanho
de particula, 100A de poro) e Luna® fenil-hexil (10pm de tamanho de particula,
120A de poro). Posteriormente utilizou-se a silica fenil nucleosil® (10um de tama-
nho de particula, 100 A de poro) e por Gltimo uma coluna comercial da Restek®
(5um de tamanho de particula, 120A de poro) de fase fenil-fenil.

As colunas foram avaliadas utilizando-se o método de gradiente ex-
ploratério preconizado por Snyder e Kirkland**®. Para isto, foi injetado no sistema
cromatografico 40uL de extrato de B. forficata (P0O1), ressolubilizado em agua ultra-
pura a uma concentracdo de 30mg/mL, em eluicdo gradiente com a fase movel
constituida de agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B) com AB: 5-100% em
60min; permanecendo em 100% de B por 15min (limpeza da coluna cromatografi-
ca) e 100-5% de B em 5min (retorno do gradiente) para a estabilizacdo da coluna
para a préxima injecdo, permanecendo nesta condi¢cdo por 15min. com uma vazao

de 2mL/min. Os cromatogramas obtidos estdo apresentados na Figura 4.3.
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Figura 4. 3 Cromatogramas obtidos de B. forficata (P01) utilizando-se o método de

gradiente exploratdrio nas diferentes fases estacionarias avaliadas. Injecdo de 40puL
de amostra de concentracdo 30mg/mL. Acompanhou-se A = 254nm.
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Comparando-se os fingerprints obtidos, é possivel perceber que, com
o gradiente exploratorio utilizado, os cromatogramas nao apresentam um numero
grande de bandas cromatogréficas, além de baixa resolucdo. Pode-se inferir que
isto se deve, principalmente, a elevada caracteristica hidrofilica das substancias
constituintes do extrato que faz com que a maior parte das moléculas eluam com
um tempo de retencdo muito baixo ja que, tratando-se dessa fase inicial, a fase
movel é constituida de 95% de agua. Outro fator que influi na baixa separacéo
cromatografica é a inclinacdo do gradiente, uma vez que no tempo de 20 minutos,
tempo em que praticamente ndo sdo mais observadas bandas cromatograficas, o
percentual de acetonitrila é cerca de 37%.

Assim, com o intuito de obter cromatogramas que apresentassem
maior quantidade de bandas cromatograficas e melhores resolu¢cdes das mesmas,
foram realizadas modificacdes na inclinagcdo do gradiente de solventes, troca do
modificador organico e mudancas na vazao da fase mével.

Os cromatogramas apresentados na Figura 4.4 ilustram os resultados
obtidos nas otimizagfes realizadas com as diferentes fases estacionarias. As con-
dicbes cromatograficas estdo apresentadas na Tabela 4.5. Os solventes A e B sao:

solucéo tampao fosfato 0,01M, pH=3 e metanol, respectivamente.
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Figura 4. 4 Cromatogramas obtidos de B. forficata (P0O1) utilizando-se o método gra-
diente apoés otimizacado dos parametros nas diferentes fases estacionarias avaliadas.
Injecdo de 40uL de amostra de concentragdo 30mg/mL. Acompanhou-se A = 254nm
a uma vazao de 0,75mL/min.
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Tabela 4. 5 Métodos de eluicdo gradiente otimizados para as fases estacionérias avalia-

das.

Fases Estacionarias

® ® Luna®

Luna™ Cyg Luna™ Cg Eenil-hexil

Tempo Conc. Tempo Conc. Tempo Conc.

(min.) B (%) (min.) B (%) (min.) B (%)
0 5 0 5 0 4
89 10 12 5 5 7,5 4
58 30 55 6 30 85 21
?; £ 35 70 16 50 35,5 75
0o 40 70 21 60 45,5 75
45 5 31 60 50,5 4
60 5 36 5 65,5 4
- - 51 5 - -

Injecdo de 40uL de amostra de concentragdo 30mg/mL, A = 254nm; vazao de 0,75mL/min.

Observando-se os cromatogramas apresentados na Figura 4.4, apos
a otimizacdo dos métodos de eluicdo gradiente, pode-se visualizar uma melhor re-
solucéo e melhor distribuicdo das bandas utilizando-se as trés fases estacionarias
relacionadas. Este fato permite a obtencao de fingerprints mais ricos de informacéo
que, posteriormente, conferirdo maior confiabilidade aos modelos de classificacao
quimiométricos.

Ainda na tentativa da obtencédo de um fingerprint que apresentasse o
maior nimero de bandas cromatograficas possivel, aplicou-se as condi¢cées otimi-
zadas de eluicdo da coluna de fase estacionaria Luna® Fenil-hexil para as colunas
de fases estacionarias Fenil Nucleosil® e Fenil-fenil da Restek®. Assim, usando as
mesmas condi¢des de injecdo do extrato de B. forficata (P0O1) feitos anteriormente,

foram obtidos os perfis cromatograficos ilustrados na Figura 4.5.
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Figura 4. 5 Cromatogramas obtidos de extratos de amostras de B. forficata (PO1) com elui-
cdo gradiente descrita na Tabela 4.5 para a coluna de fase estacionaria Luna® Fenil-hexil
em colunas (A) fenil nuleosil® e (B) fenil-fenil® da Restek®. Injecdo de 40uL de amostra de
concentracdo 30mg/mL. Acompanhou-se A = 254nm a uma vazao de 0,75mL/min.

Com a finalidade de otimizar as condi¢cdes cromatograficas obtidas
para as colunas Fenil Nucleosil® e Fenil-fenil®, foram feitas alteracdes no percentu-
al do modificador organico em funcao do tempo, tempo de andlise e vazdo da fase
movel. Porém, nédo foi possivel observar melhoras nos perfis cromatograficos.

A comparacdo dos diferentes cromatogramas obtidos nas diferentes
fases estaciondrias avaliadas, ap0s as respectivas otimiza¢cdes, mostra que as co-
lunas Fenil-fenil® e Luna® Fenil-hexil foram as que propiciaram perfis cromatogréfi-
cos com 0 maior numero de bandas e maior resolucdo para a amostra B. forficata
(PO1) analisada.

Assim, foi proposto a obtencéo de dois conjuntos de dados distintos:
um deles adquiridos com a coluna de fase estacionaria Luna® Fenil-hexil e o se-
gundo utilizando a coluna comercial da Restek® de fase Fenil-fenil. O objetivo final
seria 0 desenvolvimento e a comparacao dos resultados obtidos a partir de dois
modelos quimiométricos distintos oriundos dos mesmos extratos, porém utilizando-
se diferentes fases estacionarias. Com isto, a comparacao da influéncia das fases
estacionarias na discriminacao e classificacdo dos modelos quimiométricos propos-
tos neste trabalho poderia ser feita.

Porém, apos cerca de 50 injecGes dos extratos na coluna Fenil-fenil
Restek®, foi notado perda de resolucdo. E importante ressaltar que, a cada 10 inje-
¢Oes, a coluna era limpa a uma vazao de 1mL/min. inicialmente com 95% de agua,

para remocao do tampdao, por 20 minutos, e posteriormente, com uma mistura de
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MeOH:H,0, na proporcédo de 1:1 (v/v) por 30 minutos e, finalmente, com 100% de
MeOH, por 20 minutos. Apés este procedimento, a coluna era reequilibrada com
H,O:MeOHna propor¢cdo 95:5 (v/v) para a retomada das andlises. A Figura 4.6
mostra 0s cromatogramas obtidos para uma amostra do extrato de B. forficata

(PO1), A) com a coluna nova e B) ap0s perda de seletividade.
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Figura 4. 6 Cromatogramas obtidos de mesmo extrato de amostras de B. forficata
(PO1) em (A) com a coluna fenil-fenil® nova e (B) apds a perda de seletividade da
mesma. Injecdo de 40puL de amostra de concentragdo 30mg/mL, A = 254nm a uma
vazao de 0,75mL/min.
Levando-se em consideracao a perda de seletividade observada com
a coluna comercial Fenil-fenil Restek®, o método de limpeza foi também aplicado
para a coluna Luna® Fenil-hexil, preparada no laboratério. Porém, para evitar perda
de seletividade, o intervalo do procedimento de limpeza foi reduzido de 10 para 5
injecdes.
Com isso, convencionou-se que todos os dados cromatograficos seri-
am obtidos utilizando-se a coluna cromatografica preparada com fase estacionaria

Luna® Fenil-hexil.
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4.5. Aquisicdo dos fingerprints dos extratos das diferentes espécies de
Bauhinia

4.5.1. Amostras coletadas no Centro Pluridisciplinar de Quimica, Bio-
logia e Agronomia da Unicamp (CPQBA - Unicamp).

Apoés os procedimentos de coleta, herborizacdo e processamento do
material vegetal para posterior analise cromatografica, foram calculados os rendi-
mentos das extragBes, tomando-se inicialmente 3g de matéria vegetal processa-
das, assim como os coeficientes de variagdo do processo de extracdo. Os valores

obtidos se encontram na Tabela 4.6.

Tabela 4. 6 Valores de rendimento de extracédo e coeficiente de variacdo das amostras
vegetais de B. forficata (PO1 e P02).

Extratos (mg) Rendimento (%) Coef. de
(média, n = 5) (média, n = 5) Variacao(%)

Coletas Amostras

Out/2008 Eg; 8:223 ifjﬁ 2:32
Jan/2009 Eg; 8j§§§ gg gig
Abr/2009 —— 2 8;322 ijzg i:gg
Jul/2009 Eg; 8:45&2 g:g é,49'§

O gréafico apresentado na Figura 4.7 representa os dados de rendi-
mentos fornecidos na Tabela 4.6. Isto foi feito com o intuito de facilitar a visualiza-
cdo da relagéo entre o rendimento dos extratos e a época do ano em que a matéria
vegetal foi coletada. Os dados apontam que as épocas do ano em que estas duas
arvores produzem maior quantidade de substancias € no inverno e inicio do verao

(entre Junho e Outubro).
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Figura 4. 7 Gréfico que relaciona valores de rendimento de extragdo com a data
de coleta da matéria vegetal que deu origem aos extratos duas arvores de B. forfi-
cata (P01 e P02) do CPQBA da Unicamp.

A Figura 4.8 ilustra os perfis cromatogréaficos obtidos em quintuplicata
para as amostras dos extratos aquosos de B. forficata — Cultivares P01 e P02 — de
coletas feitas em diferentes épocas do ano. E possivel, apés inspecéo visual, ob-

servar variacdes nos diferentes cromatogramas, de acordo com a época da coleta.
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Figura 4. 8 Cromatogramas em quintuplicata obtidos dos extratos aquosos de amostras de B.
forficata — Arvores PO1 e P02 de coletas obtidas em diferentes épocas do ano. Injecdo de 40uL
de amostra de concentracdo 30mg/mL. Acompanhou-se A = 254nm a uma vazao de 0,75mL/min.
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4.5.2. Amostras coletadas na UFSCar no Campus de Séao Carlos.

Em S&o Carlos, distribuidas pelo campus da UFSCar, trés arvores de
B. variegata tiveram seus materiais vegetais coletados em Novembro de 2008. Os
procedimentos de coleta e analise foram utilizados assim como descrito nos itens
3.2, 3.4 e 3.5. Os rendimentos das extracdes assim como os coeficientes de varia-

céo se encontram descritos na Tabela 4.7.

Tabela 4. 7 Valores de rendimento e varidncia no procedimento de extracado
das amostras vegetais de B. variegata (P03, P04 e P05).

Amostra , =xtrato (9) Rendimento (%) Coef. de
(média, n = 5) (média, n = 5) Variac&o (%)
PO3 0,279 9,29 26,1
P05 0,084 2,78 15,3

A Figura 4.9 ilustra os cromatogramas que foram adquiridos em quin-
tuplicata para as amostras das trés arvores (P03, P04 e P05). As condi¢cdes croma-

tograficas sdo as descritas no item 3.5.
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Figura 4. 9 Cromatogramas em quintuplicata obtidos dos extratos aquosos de amostras de B. varie-
gata - Cultivares P03, P04 e P05 de coletadas no Campus da UFSCar em Novembro de 2008. Inje-
¢cdo de 40uL de amostra de concentracdo 30mg/mL. Acompanhou-se A = 254nm a uma vazé&o de
0,75mL/min.
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A inspecao visual mostra diferencas significativas entre os cromato-
gramas dos cultivares de B. forficata (coletadas em Campinas — Figura 4.8) com as
de B. variegata (coletadas em Séo Carlos — Figura 4.9), mesmo quando se compa-
ram cromatogramas de amostras obtidas na mesma época do ano: POlout08 e
P020ut08 (B. forficata) com P03, P04 e P05 (B. variegata). Desta maneira pode-se
inferir que tais diferengas nos fingerprints estao relacionadas principalmente ao fato
de se tratarem de espécies diferentes do género Bauhinia, porém, ndo somente a
isto. Como j& anteriormente discutido, outros fatores externos, néo ligados a dife-
rencas genéticas, tais como clima, solo, quantidade de luz, disponibilidade hidrica,
contaminagdo por micro-organismos dentre outros, podem ser responsaveis por
modificarem drasticamente o perfil cromatografico do extrato vegetal, justificando a
diferenca dos perfis de P05, P03 e P04.

4.5.3. Amostras coletadas na cidade de Jaguariuna.

Na cidade de Jaguariina, em Maio de 2009, foram coletados seis cul-
tivares de Bauhinias. Todas as exsicatas foram identificadas como B. variegata,
com excessao de uma que, segundo a Dra. Angela Studart Vaz, ndo aporesentava
material vegetal suficiente para a identificacdo. Este cultivar foi, portanto, descarta-
do. Os rendimentos das extracdes assim como os coeficientes de variagédo se en-

contram descritos na Tabela 4.8.

Tabela 4. 8 Valores de rendimento e variagdo no procedimento de extra-
¢cdo das amostras vegetais de B. variegata (P06 a P10).

AMmostra E2<tr_ato (@) Renqimento (%) C_oef. de
(média, n =5) (média, n =5) Variacao(%)
P06 0,493 16,4 7,01
P07 0,358 11,9 6,64
P08 0,361 12,0 24,2
P09 0,311 10,3 3,14
P10 0,380 12,7 11,1

A Figura 4.10 ilustra os cromatogramas obtidos das amostras das cul-
tivares coletadas em Jaguariuna. As condi¢cdes cromatograficas estdo descritas no
item 3.5.
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Figura 4. 10 Cromatogramas em quintuplicata obtidos dos extratos aquosos de amostras
de B. variegata - Cultivares P06 a P10 de coletas realizadas na cidade de Jaguariiina em
Maio de 2009. Inje¢do de 40uL de amostra de concentracdo 30mg/mL, A = 254nm a uma
vazao de 0,75mL/min.

Segundo a identificacdo boténica realizada, os cromatogramas das
Figuras 4.9 e 4.10, foram obtidos de amostras vegetais da mesma espécie, B. va-
riegata. Com isso, quando visualmente comparados os perfis cromatograficos des-
ses cultivares, € possivel perceber similaridade entre eles. Porém, quando se com-
param estes com os fingerprints obtidos dos cultivares de B. forficata (PO1 e P02)
tal semelhanga néo € visualizada.

Esta analise qualitativa visual € passivel de ser feita, porém para a
classificacdo de amostras desconhecidas ou para o controle de qualidade de maté-

ria vegetal, € preciso parcimoénia. Recomenda-se a utilizacdo de um modelo quimi-
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omeétrico que é capaz de conferir mais precisao e confiabilidade neste tipo de com-

paracao.

4.5.4. Amostra coletada na cidade de Jarind.

Na cidade de Jarinu foi coletada, em Janeiro de 2009, uma amostra
vegetal da espécie B. longifolia. Ap0s identificacdo da exsicata, iniciou-se o proces-
so de procura por outras cultivares desta mesma espécie (B. longifolia) com o obje-
tivo de ndo comprometer o método quimiométrico a ser desenvolvido devido a
grandes desigualdades na quantidade das amostras de diferentes espécies. Culti-
vares desta mesma espécie foram posteriormente localizadas no Instituto Agrono-
mico de Campinas.

Para esta cultivar, os valores de rendimento e coeficiente de variacao
foram calculados e apresentaram-se com valores de 9,91% e 41,9%, respectiva-
mente. Este Ultimo, bastante elevado se comparado aos demais valores ja coloca-
dos para estes coeficientes, demonstra a variagdo obtida nos rendimentos (massas
obtidas dos extratos) apos o procedimento de extragdo. Apesar do valor elevado,
analisando-se visualmente os cromatogramas adquiridos dos extratos (Figura
4.11) nao foi possivel observar diferencas significativas capazes de influenciarem

0s modelos quimiométricos a serem desenvolvidos.
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Figura 4. 11 Cromatogramas em quintuplicata obtidos dos extratos aquosos de amos-
tras de B. longifolia - Cultivar P11 da coleta realizada em Janeiro de 2009 em JarinQ.
Injecdo de 40puL de amostra de concentragdo 30mg/mL, A = 254nm a uma vazéo de
0,75mL/min.
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O perfil cromatografico dos extratos obtidos da matéria vegetal cole-
tada em Jarinu é claramente diferente dos demais apresentados. Tais diferencas
sdo devidas as respectivas composi¢cdes de metabdlitos secundarios por eles apre-
sentados e, principalmente relacionadas ao fato de pertencerem a diferentes espé-
cies de Bauhinia.

4.5.5. Amostras coletadas no Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).

Em Maio de 2010 foram coletadas quatorze amostras vegetais de
Bauhinias de cultivares distintos (P12 a P25) localizados dentro da Fazenda Santa
Elisa do IAC, em Campinas. Esta ultima coleta foi realizada com a intencéo de pri-
meiramente aumentar a quantidade de cultivares aos quais forneceriam amostras
vegetais para o desenvolvimento do modelo quimiométrico e igualar, ou ao menos
equiparar, a quantidade de cultivares das diferentes espécies de Bauhinias. Os
rendimentos das extracdes bem como os coeficientes de variacao obtidos para ex-
tracdo das amostras destes cultivares estdo descritos na Tabela 4.9.

Tabela 4. 9 Valores de rendimento e variacdo no procedimento de extracdo das
amostras vegetais de Bauhinias (P11 a P25).

Amostra Extrato (mg) Rendimento (%) Coef. de
(média, n = 5) (média, n = 5) Variac&o(%)
P12 0,364 12,1 10,8
P14 0,277 9.22 3.36
P15 0,280 9,34 6.65
P16 0,255 8,48 812
P17 0,336 11,2 8,53
P18 0,379 12,6 23,2
P19 0,540 18,0 4.54
P20 0,480 16,0 195
P21 0,486 16,2 6,69
P22 0,476 15,8 183
P23 0,349 11,6 803
P24 0,220 11,0 44.6

P25 0,281 14,0 15,3
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Os fingerprints adquiridos das amostras vegetais em questdo estéo
apresentados nas Figuras 4.12 e 4.13, divididas por espécie: B. forficata e B longi-

folia, respectivamente.
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Figura 4. 12 Cromatogramas em quintuplicata obtidos dos extratos aquosos de amostras de B.
forficata - Cultivares P12, P13, P18 a P21 e P22 de coletas realizadas em diferentes pontos da
Fazenda Santa Elisa em Maio de 2010. Injecéo de 40uL de amostra de concentragdo 30mg/mL, A
= 254nm a uma vazao de 0,75mL/min.
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Figura 4. 13 Cromatogramas em quintuplicata obtidos dos extratos aquosos de amostras de B.
longifolia - Cultivares P14 a P17 e P23 a P25 de coletas realizadas em diferentes pontos da Fa-
zenda Santa Elisa em Maio de 2010. Inje¢&o de 40pL de amostra de concentragdo 30mg/mL, A =
254nm a uma vazéo de 0,75mL/min.
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4.5.6. Amostras fornecidas pela empresa Centroflora de Botucatu - SP

Foram fornecidas duas amostras de cultivares distintos de B. forficata
pela empresa Centroflora de Botucatu - SP para completar e aumentar a quantida-
de de cultivares desta espécie. Tais amostras foram identificadas pela Dra. Inés
Cordeiro, pesquisadora do herbéario do Instituto de Botanica de Sdo Paulo, porém
0s numeros de depdsito em herbario das referidas amostras nao foram fornecidos.
Os rendimentos calculados para as extracbes bem como os coeficientes de varia-
cao para estes cultivares estdo apresentados na Tabela 4.10. Para visualizacdo, os
cromatogramas adquiridos estdo colocados na Figura 4.14 e tiveram o método

analitico descrito em 3.5 para sua obtengéo.

Tabela 4. 10 Valores de rendimento e variancia no procedimento de extragdo
das amostras vegetais de B. forficata (P26 e P27).

Amostra Extrato (mg) Rendimento (%) Coef. de
(média, n = 5) (média, n = 5) Variacao (%)
P26 0,353 11,8 5,01
P27 0,292 13,0 36,5
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0 5 10 15 20 25 30 35 0 é 110 1]5 2|0 2]5 3|0 3|5
Tempo (min.) Tempo (min.)

Figura 4. 14 Cromatogramas em quintuplicata obtidos dos extratos aquosos de amostras de B.
forficata - Cultivares P26 e P27 fornecidos pela empresa Centroflora em Abril de 2010. Injec&o
de 40pL de amostra de concentragéo 30mg/mL. A = 254nm a uma vazéo de 0,75mL/min.
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Comparando-se visualmente os cromatogramas adquiridos dos culti-
vares P26 e P27 fornecidas pelo grupo Centroflora, pode-se observar que mesmo
sendo cultivares de mesma espécie segundo identificacdo botanica, seus extratos
apresentam perfis cromatograficos diferentes entre si. Este fato contribui e é impor-
tante para o desenvolvimento dos modelos quimiométricos, pois, utilizando-se de
dados que apresentam grande variabilidade pertencendo a mesma espécie, fazem

0s modelos adquirirem maior robustez.

4.5.7. Obtencéo do perfil cromatografico das amostras comerciais.

Assim como as matérias vegetais usadas como padréo para os mode-
los quimiométricos, aquelas que foram adquiridas comercialmente, em forma de
folhas também passaram pelos mesmos procedimentos de trituracdo e extracao,
previamente descritos no item 3.2. Isto foi feito com o intuito de padronizar todas as
etapas que poderiam influir no perfil cromatografico a ser adquirido e, consequen-
temente, minimizar os erros na aplicacdo dos modelos quimiométricos.

Os rendimentos das extracdes assim como os coeficientes de varia-
cdo para este processo também foram calculados e estdo descritos na Tabela
4.11.

Tabela 4. 11 Valores de rendimento e variagdo no procedimento de extracdo das
amostras comerciais de “pata-de-vaca’.

Amostra Ex,trato (mg) Renglir_nento (%) C_oef;de
(média, n = 2) (média, n = 2) Variacao(%)
ACO01 0,188 6,27 29,3
AC02 0,232 7,74 14,0
ACO03 0,303 10,1 4,43
AC04 0,237 11,6 7,92
ACO05 0,366 12,2 12,5
ACO06 0,290 9,65 30,2
ACO7 0,221 7,37 4,48
ACO08 0,228 7,62 3,40
AC09 0,483 16,1 2,78
AC10 0,176 5,89 3,60
AC11 0,220 7,35 0,96
AC12 0,278 9,28 2,28
AC13 0,184 6,14 1,15
AC14 0,221 7,36 0,00

AC15 0,429 14,3 2,47
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A Figura 4.15 ilustra os cromatogramas adquiridos para as amostras
comerciais utilizando-se o procedimento cromatografico desenvolvido para as
amostras padrao apresentado no item 3.5. Embora a inspecao visual permita que
sejam reconhecidas diferencas e semelhancas entre os diferentes perfis cromato-
graficos, destas amostras comerciais quando comparados com 0s das amostras
padrdo, as ferramentas quimiométricas facilitam e formalizam a classificacdo de

amostras desconhecidas.
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Figura 4. 15 Cromatogramas adquiridos em duplicata dos extratos das amostras comerciais (AC01 a AC15).
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4.6. Analises quimiométricas

4.6.1. Organizacéo e pré-tratamento dos dados

Para que as analises quimiométricas sejam realizadas € preciso inici-
almente que haja uma organizacdo e um pré-tratamento dos dados. Com isto,
submetem-se estes ao programa que executara os célculos matematicos e estatis-
ticos. Assim, como citado no item 4.6 os cromatogramas foram organizados em
uma planilha do Microsoft Excel®, matriz X, compostas por 4.221 linhas e 200 co-

lunas. Nestas colunas constam:

v 45 cromatogramas obtidos dos extratos das matérias vegetais
que foram coletadas em diferentes épocas dos cultivares do CPQBA da Unicamp —
Amostras P01 e P02 (10 replicatas de extracdo da matéria vegetal do cultivar PO1
em Out/08, 5 replicatas para coleta realizada do cultivar P02 em Out/08 e 5 replica-
tas de cada um dos cultivares — P01 e P02 — realizada nos demais meses — Jan/09,
Abr/09 e Jul/09).

v 15 cromatogramas obtidos dos extratos das matérias vegetais
coletadas dos cultivares de S&do Carlos — Amostras P03 a P05 (5 replicatas para
cada cultivar).

v 25 cromatogramas obtidos dos extratos das matérias vegetais
coletadas dos cultivares de Jaguaritina — Amostras P06 a P10 (5 replicatas para
cada cultivar).

v 5 cromatogramas obtidos dos extratos da matéria vegetal cole-
tada do cultivar de Jarini — Amostra P11.

v 70 cromatogramas obtidos dos extratos das matérias vegetais
coletadas dos cultivares do IAC — Amostras P12 a P25.

v 10 cromatogramas obtidos dos extratos das matérias vegetais
fornecidas pelo grupo Centroflora — Amostras P26 e P27.

v 30 cromatogramas obtidos dos extratos das matérias vegetais
adquirdas comercialmente como “pata-de-vaca” — Amostas ACO1 a AC15 (2 repli-

catas por amostra)
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O pré-tratamento que foi utilizado foi o COW desenvolvido por Skov et
al*®¥. Trata-se de um algoritmo matematico que se utiliza de cromatogramas de
referéncia de cada grupo das espécies e calcula a elasticidade de todos os demais
sem que estes percam a sua identidade principal, preservando a &rea e altura da
banda cromatografica. Para o desenvolvimento deste modelo quimiométrico foram
selecionados, utilizando-se o software Matlab®, 13 cromatogramas que servirdo de
referéncia para o alinhamento do conjunto de dados. Estes cromatogramas, ilustra-
dos na Figura 4.17, foram selecionados, pois de acordo com o software, apresen-
tavam um elevado indice de similaridade com relacdo ao conjunto total de dados.

No procedimento de alinhamento dos dados é preciso otimizar os pa-
rametros que influenciardo diretamente na qualidade do resultado e que também
tém a capacidade de deslocar as bandas cromatograficas, por isso, atencao e cau-
tela neste procedimento sdo importantes. Estes parametros sdo o segment lenght
(m) e o slack size (t) que foram otimizados até se obter valores de 373 e 281, res-
pectivamente. Chegou-se a estes valores otimizando-se intervalos de variacdo dos
mesmos até que estes convergissem ao valor determinado.

A utilizacado desta ferramenta é fundamental para reduzir possiveis
erros nos modelos quimiométricos em desenvolvimento que podem surgir devido a
pequenas diferencas nos tempos de retencdo das bandas cromatograficas e em
relacdo a diferengas de linha de base. A figura 4.16 mostra os cromatogramas an-
tes e apds a utilizagdo do algoritmo e permite a visualiza¢do da diminuicdo dessas
variaces, que ndo estavam ligadas diretamente as caracteristicas intrinsecas de

cada amostra.
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Figura 4. 16 Cromatogramas antes (a esquerda) e apés (a direita) o uso do procedimento de ali-
nhamento.



'90d 3 £0d SaJeAn|nd erebauen ‘g 8 GZd ‘€Zd ‘STd ‘TTd SaseAnnd eljoybuol g ‘/2d @ 6Td ‘8Td ‘20d
‘TOd SeJeAnnd ereono) g "0dLISWOIWIND 0j3poWw Op O0JUSWIAJOAUSSSpP eled sopep Sop oluaweyule

ap oOluawipadsoid ou eloUIBlel Bp wWaliAIes eled sopeuoldsles sewelborewold /T & einbi4

Abs.

Abs.

2000 - 2000 2000 2000 -
15001 1500 1500 - 1500
. @ .
10004 4 1000 2 10004 £ 10004
< <
500+ 500 - 500 | P01 500 -
Out/08 Jan/09 Abr/09 Jul/09
o4—J 0 o4 o4
! ! ! ! T T T 1 T T T 1 - T T T . y
0 0 20 30 40 10 20 30 w0 o 10 20 30 0 0 10 20 30 40
Tempo (min.) Tempo (min.) Tempo (min.) Tempo (min.)
2000 1500 4 750
2000 -
1200
1500
1500 - 500+
900
000 4 H
1000 -
1000 - 2 2 <
600 -
250
500 o 500 4 300 4
P18 P19 P27 |
LB = 0 0
T T T T 1 T ; T ) T T T 1 T T T 1
0 10 20 30 40 10 20 30 a0 O 10 20 30 40 0 0 20 30 40
Tempo (min.) Tempo (min. Tempo (min.) Tempo (min.)
750 - 750 P ( ) 750 2500 4
2000
500 | 500 500 -
1500 H
p G 4
]
o o o <<
<
< < 1000
250 250 4 250
500 H
J P15 | P23 | P25 P03
0 0d
: : T 1 T T T 1 0 T 2I0 fo 1 T T T 1
0 10 20 30 40 10 3 40 0 10 20 30 40
0 10 20 30 40 ) ) §
Tempo (min.) Tempo (min.) Tempo (min.)
Tempo (min.) 2500 -
2000 4
1500
0@
o
<
1000 |
500
04
T T T 1
0 10 20 30 40
Tempo (min.)

59



66

Observando-se o conjunto dos cromatogramas antes e ap0s o
alinhamento é possivel notar que as diferencas anteriormente presentes nos
tempos de retencdo foram minimizadas e isso influird de forma positiva nos

modelos quimiométricos exploratérios e classificatorios.

4.6.2. Anélise exploratoria dos dados multivariados: PCA e HCA
das amostras padrao.

Com o conjunto de dados alinhados, a primeira ferramenta que
foi utilizada foi a PCA™*® disseminada em dados quimicos por Wold et al em
1987.Na PCA, cada um dos cromatogramas, que constitui um conjunto de
dados multivariados, se torna um spot (objeto) em um espaco virtual definido
por eixos ortogonais que correlacionam a variancia total dos dados no plano a
qual pertence. Com essa distribuicdo, é possivel a observacdo da organiza-
¢céo nao supervisionada dos dados, ou seja, eles se autoorganizam de acordo
com suas similaridades e diferencas, possibilitando a formacdo de agrupa-
mentos desses spots.

Antes que se faca a utilizacdo desta ferramenta, é preciso na
grande maioria das andlises quimiométricas que seja feito algum tipo de pré-
processamento de dados. Com o intuito de atribuir a mesma importancia a
todas as variaveis é utilizado o autoescalonamento dos dados. Este pré-
tratamento de dados, quando utilizado em cromatografia, faz com que qual-
quer pequeno detalhe nos cromatogramas tenha a mesma importancia no
momento das analises quimiométricas, assim como bandas cromatogréaficas
maiores e mais abundantes. Essa propriedade é fundamental, pois tratando-
se de amostras de mesmo género vegetal, estas pequenas diferencas nos
fingerprints poderdo ser decisivas no desenvolvimento dos modelos quimio-
métricos de classificacao.

Todas as ferramentas utilizadas neste trabalho tiveram como
pré-processamento dos dados o autoescalonamento. A Figura 4.18 mostra
um grafico e uma tabela para a selecdo de Componentes Principais (PC’s).
Recomenda-se selecionar um numero de fatores a partir do qual a variancia

explicada apresenta uma diminuicdo monotbnica, ou seja, uma redugdo nao
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acentuada nos valores de percentual explicado. Assim, analisando-se o grafi-
co e os valores da tabela, selecionou-se para a primeira PCA calculada um
valor de 4 PC’s, que corresponde a 66,4% de variancia explicada dos dados.
Apds a 42 componente principal 0 aumento no percentual explicado nédo € sig-
nificativo e nao justifica a adicdo de mais uma PC para explicar um percentual

tdo pequeno de variancia acumulada.

10,00 PC's Variancia Explicada Varidancia Acumulada
s00 |- (%) (%)
PC1 36,0 36,0
S 000 \ PC2 16,8 52,8
S \ PC3 8,2 61,0
S 500 PC4 5,3 66,3
X \ PC5 5,2 71,5
= 000 PC6 3,8 75,3
=) \ PC7 3,2 78,5
S 500 PC8 2,8 81,3
% \ PC9 2,6 83,9
O 0,00 PC10 2,0 85,9
5,00 \ "\"\H_,_ﬂ

0,00

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8 PC9  PCI0
PC’s

Figura 4. 18 Grafico e tabela utilizados para a selecéo de fatores da PCA.

ApoOs a selecdo dos fatores pode-se visualizar a distribuicdo dos
dados em um gréfico de scores. A Figura 4.19 demonstra a distribuicdo das
amostras entre os eixos de PC1 versus PC2, que de acordo com a tabela da
Figura 4.18, retém 36,0% e 16,8% dos dados totalizando uma variancia acu-
mulada de 52,8%. Este grafico € conhecido como grafico de scores e através
dele pode-se visualizar a distribuicdo das trés diferentes espécies de Bauhinia
estudadas em trés agrupamentos distintos. Este tipo de diferenciacdo era es-
perado j& que tratava-se de trés espécies diferentes, e através de inspec¢éo
visual era possivel perceber as distin¢gdes entre os fingerprints. Assim, amos-
tras de uma mesma espécie, devido a maior similaridade entre elas, acabam
por se agrupar mais préximas umas das outras do que amostras de espécies

diferentes, que apresentam semelhancgas, entretanto, menos acentuadas.
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Figura 4. 19 Andlise de componentes principais (PC1xPC2) — Grafico de scores
- visualizacao da distribuicdo e agrupamento dos dados.

E importante relembrar que cada um dos pontos do grafico séo
cromatogramas e que 0S Seus agrupamentos ocorrem naturalmente de acor-
do com a similaridade dos perfis cromatogréficos, dai a maneira como se
classifica: ferramenta quimiométrica de analise ndo-supervisionada.

Porém, ainda com a auto-organizacdo dos dados, observando-
se o ponto central do grafico de PC’s (PC1 = 2,0x10’ e PC2 = 0,0 aproxima-
damente) pode-se observar que dois spots referentes aos cromatogramas das
espécies B. forficata (circulos vermelhos) e B. variegata (circulos azuis) se
misturam na interseccdo dos referidos grupos (identificacdo por um circulo).
Analisando os dois cromatogramas que sdo apresentados na Figura 4.20,

referentes aos respectivos spots, € possivel analisar a semelhanca entre eles.
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Figura 4. 20 Cromatogramas de uma das quintuplicatas de extragdo dos
cultivares P01 (B. forficata) e PO4 (B. variegata).

Ainda que sejam de espécies diferentes, a semelhanca dos per-
fis cromatograficos faz com que os mesmos se encontrem distribuidos muito
perto um do outro no grafico de PCA no plano PC1 x PC2. Cabe lembrar que,
como foram selecionados 4 PC’s, como niumero méaximo de fatores, existem
outros planos e até mesmo espacos de trés ou quatro dimensdes, nas quais
poder-se-iam visualizar a distribuicdo dos dados de forma diferente. A Figura
4.21 ilustra os graficos de scores de PC1 x PC3 e PC2 x PC3, respectivamen-
te, indicando a localizacdo dos spots referentes as amostras dos cromato-

gramas representados na Figura 4.20.
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Figura 4. 21 Andlise de componentes principais (PC1xPC2) — Grafico de scores
- visualizacao da distribuicdo e agrupamento dos dados.
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O peso das variaveis (tempo de retencdo) na distribuicdo das

amostras nos eixos das PC’s pode ser visualizado no grafico de loadings, Fi-

gura 4.22.
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Figura 4. 22 Gréfico de loadings — Visualizagdo do poder de modelagem dos
tempos de retencéo relacionados

Observando-se o grafico de loadings pode-se inferir que todos
tempos de retencdo tem grande poder de modelagem por todo o cromato-
grama. Nao foram observados tempos de retencdo com pesos baixos (muito
proximos a zero) assim, ndo efetuou-se uma selecao de variaveis.

Uma segunda ferramenta utilizada como método exploratdrio na
visualizacdo dos dados foi a HCA® 24 140 com a utilizacso desta, as amos-
tras tém suas distancias Euclidianas calculadas entre si. Aqueles que estao
mais proximos sdo mais similares e na HCA essa similaridade é mostrada
numa escala de 0 (nada de similaridade) a 1 (cromatogramas idénticos) em
um dendrograma. A HCA calculada com os cromatogramas das amostras ve-

getais padrao estd apresentada na Figura 4.23.
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Figura 4. 23 Dendrograma gerado pela HCA dos cromatogramas padrao das diferentes
espécies de Bauhinia.

Na HCA séo relacionadas todas as distancias Euclidianas simul-
taneamente entre todos os cromatogramas. Na pratica, cromatogramas seme-
Ihantes estaréo perto um do outro na distribuicéo realizada pela PCA, e aque-
les distintos terdo uma maior distancia. No dendrograma, também é possivel
a observacao da organizacdo autbnoma dos dados e esta também permite a
visualizacédo de agrupamentos de dados semelhantes.

De acordo com o dendrograma, observa-se a formacao de dois
grupos extremamente distintos, um deles formados por B. variegata que tive-
ram suas matérias vegetais coletadas em Jaguariiina e o outro deles forma-
dos pelas demais Bauhinias (B. forficata, B. variegata e B. longifolia). Com o
intuito de ilustrar essa diferenca dentro da mesma espécie, foram seleciona-
das duas amostras de B. variegata (selecionadas das regides circuladas na
Figura 4.23) e os cromatogramas apresentados na Figura 4.24. As amostras
selecionadas sédo: uma proveniente de Jaguariuna (P10), que pertence ao
grupo menor na parte superior do dendrograma, e outra proveniente de Sao
Carlos (P03) que se distribui no grande grupo da parte inferior do dendrogra-

ma.
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Normalmente, a HCA ilustra a mesma distribuicdo das amostras
que a PC1 da PCA e esta similaridade pode ser observada quando se analisa
0s cromatogramas apresentados nas Figuras 4.19 e 4.23.
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Figura 4. 24 Destaque das diferengas nos cromatogramas das amostras de B.
variegata coletadas em Jaguaritina (P10) e Séao Carlos (P03).

Na Figura 4.24 estao ressaltadas diferencas entre os perfis nos
mesmos tempos de retencdo. Estas pequenas diferencas sdo as responsa-
veis por fazerem com que as suas distancias euclidianas sejam maiores colo-
cando-as em diferentes grupos no dendrograma da Figura 4.23.

Para efeito de comparagcdo, o cromatograma da amostra de B.
variegata (P10), proveniente de Jaguarilna, esta colocado na Figura 4.25
juntamente com um cromatograma da amostra de B. forficata (P20), proveni-
ente de Campinas. Na figura, é possivel observar as semelhancas dos croma-
togramas obtidos de espécies diferentes, justificando os agrupamentos da
HCA.
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Figura 4. 25 Destaque das semelhancas nos cromatogramas de amostras de B.
variegata, coletada em Jaguaritina (P10) e B. forficata, coletada em Campinas
(P20).

Com o intuito de ilustrar a caracteristica de auto-organizacdo dos
dados, demonstrando que a distribuicdo nos eixos das PC’s é dependente
diretamente das amostras as quais se utilizam para se fazer os calculos, cal-
culou-se uma PCA incluindo-se as amostras comerciais. A Figura 4. 26 ilustra
o grafico de PC1 versus PC2, de PC1 versus PC3 e de PC2 versus PC3 que
correspondem a 23,5% (PC1), 18,5% (PC2) e 8,6% (PC3) da variancia dos
dados. E possivel observar que os spots se organizam de maneira diferente
do que anteriormente (comparando-se com a Figura 4.19 e 4.21) devido a
presenca dos cromatogramas das amostras comerciais. Estas também ndo se
agrupam em um 4° grupo distinto das demais, pois de acordo com suas distri-
buicbes nos gréaficos, apresentam semelhancas com todas as espécies e
principalmente com a B. variegata (circulos azuis) observando-as pelos dife-
rentes planos.

E importante salientar tmba notavel diminuicdo da explicacio
dos dados nas PCs calculadas com cromatogramas das amostras padrdes e
comerciais (por exemplo, PC1 = 23,5%), comparadas com os valores das
PCs calculadas apenas com os cromatogramas das amostras padrdo (neste
caso, PC1 = 36,0%). Essa diminuigdo é devida justamente ao fato de terem

sido inseridas amostras de caracteristicas distintas ao do modelo anterior,
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fazendo com que a auto-organizacdo dos dados se dé de uma maneira dife-

rente, gerando assim, uma menor explicacdo dos dados. A Figura 4.27 ilustra

o gréfico utilizado para a sele¢cdo de PC’s, neste caso, quatro componentes

principais foram selecionadas.
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PC2 (18,5%)
Figura 4. 26 PCAs calculadas com os cromatogramas obtidos dos padrbes de
Bauhinia e também com os cromatogramas obtidos das amostras comerciais.
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Figura 4. 27 Grafico e tabela utilizados para a selecéo de fatores da PCA.
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O peso das variaveis (tempo de retencao) na distribuicdo das
amostras nos eixos das PC’s pode ser visualizado no grafico de loadings, Fi-

gura 4.28.
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Figura 4. 28 Gréfico de loadings — Visualizacdo do poder de modelagem dos
tempos de retencéo relacionados.

E importante ressaltar que a utilizacdo da PCA na analise quali-
tativa de classificacdo das amostras de espécie desconhecidas (amostras
comerciais) utilizando-se ferramentas nao-supervisionadas, como as PCA’s
da Figura 4.26, pode estar sujeita a erros grosseiros. Isto ocorre pois, além
de ser uma ferramenta de andlise exploratorio dos dados podem existir dife-
rentes planos de visualizacdo na PCA, e desta maneira, o plano ao qual se
faz a visualizacdo pode gerar classificacdoes errbneas e imprecisas que de-
penderdo apenas julgamento do analista (observacédo de tendéncias de agru-
pamento das amostras desconhecidas). Desta forma utilizou-se de ferramen-
tas de classificacdo supervisionadas que serao discutidas nas sessdes que se

seguem.



76

4.6.3. Modelos supervisionados de classificagdo quimiométrica

Para a classificacdo de amostras nao identificadas botanicamen-
te para o controle de qualidade pode-se utilizar a PCA e a HCA para observar
qualitativamente a distribuicdo das mesmas entre as amostras padréo, porém
estes métodos apesar de serem mais simples, rapidos e faceis ndo conferem
seguranca na identificagdo das mesmas por se tratarem de métodos quimio-
métricos ndo supervisionados de analise.

Comparando a figura 4.19 e 4.26 pode-se perceber que as
amostras se organizam de maneira invertida. Isto acontece pelo fato dos cro-
matogramas oriundos de amostras de espécies desconhecidas (amostras
comerciais) terem sido adicionados no segundo calculo da PCA. Caso fosse
feita uma HCA o mesmo poderia ser observado, uma redistribuicdo dos da-
dos.

Com essa distribuicdo dos spots € possivel inferir a respeito da
espécie das amostras comerciais, porém como esta classificacdo ficaria a
cargo do analista, no que diz respeito da interpretacdo dos dados, néo se tra-
ta de uma determinagdo muito precisa e com repetibilidade. Assim, com o in-
tuito de desenvolver modelos confiaveis de classificacéo, ferramentas quimi-

omeétricas supervisionadas de andlise foram utilizadas.

4.6.3.1. KNN (Kth Nearest Neighbor)

A KNN é a ferramenta classificatoria supervisionada mais sim-
ples das utilizadas no presente trabalho e ja foi utilizada em trabalhos envol-
vendo este e outros modelos de classificacdo™” Y. Nesta ferramenta de
andlise, é calculada a distancia euclidiana entre a amostra desconhecida e
aguelas de espécies conhecidas, tendo-se como 0s eixos todas as variaveis
envolvidas, neste caso, todos os tempos de retengdo dos cromatogramas.
Com essas distancias determinadas, a amostra desconhecida € classificada

segundo a espécie daquela ao qual se localizou mais proxima. Por exemplo,
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se um spot que representa uma amostra comercial se distribui mais perto do
spot que representa um cromatograma de uma amostra de B. forficata, esta
amostra comercial sera classificada como tal, ou seja, a espécie das amostras
comerciais sera determinada levando-se em conta a sua distancia entre os
spots de sua vizinhanga.

Com o intuito de assegurar a qualidade de predicdo desta ferra-
menta, antes de aplica-la as amostras comerciais, um simples procedimento
de validagéo € realizado. Neste, amostras padrdes sdo retiradas aleatoria-
mente do montante total, totalizando 20% de todas as amostras e das trés
espécies envolvidas, e sdo posteriormente testadas como se fossem amos-
tras desconhecidas. A validacdo se dard comparando-se a classificacao feita
com a classificacdo botanica da amostra.

A escolha do numero de spots de amostras padrdo que serdo
usadas para classificar a amostra desconhecida € um parametro importante
em KNN. Para determinar o melhor valor deste parametro, o programa gera
um gréfico que relaciona o numero de vizinhos com o numero de acertos
quando do procedimento de validacéo desta ferramenta. A Figura 4.29 ilustra

este grafico para o modelo desenvolvido.

Erros

0 2 4 6 8 10 12 14 16
K™ Neighbor

Figura 4. 29 Gréfico que relaciona o numero de vizinhos com o nimero de erros
na determinacao das espécies de Bauhinia na validacdo da ferramenta KNN.
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E desejavel que o nimero de vizinhos seja o menor possivel e
impar (para ndo ocorrer impates), e ao mesmo tempo, que o erro na determi-
nacao seja minimo. Assim, de acordo com o gréafico que foi gerado na valida-
cdo da ferramenta, pode-se determinar que o numero de vizinhos que néo
expressou nenhum erro na determinacao das espécies das amostras padrao
no procedimento de validacdo desta ferramenta, foi de um vizinho. Utilizando-
se 2, 3 ou 4 vizinhos, o erro ainda permanece igual a zero, porém nameros
pares de vizinhos pode fazer com que o modelo opte pelo segundo critério de
desempate, que € a menor distancia acumulada. O valor um de vizinhos foi
utilizado como parametro para a validacdo e obtencédo dos resultados apre-
sentados na Tabela 4.12.

Recomenda-se para a validacdo deste modelo, retirar 20% do
total das amostras de cada uma das espécies e apds as predicbes comparar
os resultados. No presente trabalho, os resultados de tal procedimento, em
porcentagem de acertos estdo apresentados na Tabela 4.12. De todas as
amostras retiradas do conjunto total de dados e testadas com a KNN, 0 mo-
delo previu todas elas corretamente. Todas foram classificadas segundo esta
ferramenta assim como a sua espécie previamente determinada pela identifi-

cacao botanica.

Tabela 4. 12 Quantidade e porcentagem de acertos para a ferramenta KNN na clas-
sificacdo de amostras das espécies padrbes — Validacdo do modelo quimiométrico.

Espécie N° de Amostras  N° de Cromatogramas Acertos
B. forficata 5 30 30
B. variegata 2 10 10
B. longifolia 1 5 5
Porcentagem - - 100%

Quando aplicou-se esta ferramenta para a classificacdo das
amostras comercias, verificou-se o resultado apresentado na Tabela 4.13 que
apresenta a informacéo da espécie contida no rotulo e a espécie que foi de-
terminada pela ferramenta KNN para simples comparacao.

Nela, em verde foram destacadas as duas amostras que foram
determinadas como B. forficata segundo a ferramenta de classificagdo KNN e

gue concordam com as informacdes contidas no rétulo, ACO5 e ACO08. As
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amostras AC01 e AC10 também foram classificadas pelo modelo como per-

tencentes a espécie B. forficata, porém no rétulo da embalagem a informacgéo

que constava era apenas o género das mesmas.

Tabela 4. 13 Resultado da classificacdo das amostras comerciais pelo modelo

KNN.

Amostra Rotulo Determinacdo KNN
ACO1 Bauhinia sp. B. forficata
ACO02 Bauhinia sp. B. longifolia
ACO03 B. forficata B. variegata
AC04 B. forficata B. variegata
ACO05 B. forficata B. forficata
ACO06 N&o informado B. longifolia
ACO7 N&o informado B. variegata
ACO08 B. forficata B. forficata
ACO09 B. forficata B variegata
AC10 Bauhinia sp. B. forficata
AC11 Bauhinia sp. B. longifolia
AC12 Bauhinia sp. B. variegata
AC13 Bauhinia sp. B. longifolia
AC14 N&o informado B. longifolia
AC15 B. candicans B. longifolia

Um aspecto negativo desta ferramenta em especifico é o fato de

gue as amostras desconhecidas sempre serdo classificadas, mesmo que na

distribuicdo espacial dos spots estes estejam muito distantes dos spots das

amostras padrdo. Por esta razdo as amostras desconhecidas serdo classifi-

cadas de acordo com a espécie da amostra mais proxima, independentemen-

te da distancia, o que torna esta ferramenta ndo muito confiavel ja que classi-

ficacdes errdbneas podem ocorrer devido a este fato.

Assim, com o intuito de certificar a autenticidade da classificacédo

feita por esta ferramenta, e utilizar-se de outros métodos classificatérios su-

pervisionados para conferir maior credibilidade a determinacdo das espécies

das amostras comerciais, foram feitos usos de mais duas ferramentas quimi-

omeétricas de classificacdo supervisionadas, o SIMCA e o PLS-DA.
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4.6.3.2. SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analo-
ay)

A ferramenta de classificacdo supervisionada SIMCA (Soft Inde-
pendent Modeling of Class Analogy) gera hipercaixas ao redor dos agrupa-
mentos das amostras padrdo em uma PCA para cada espécie. ApOs a forma-
cao destas hipercaixas, essa configuracdo espacial é retida e uma nova PCA
apenas com as amostras comerciais a serem classificadas € calculada utili-
zando-se 0s mesmos parametros da PCA anterior. As amostras comerciais
tém suas espécies determinadas de acordo com a sua localizacdo, dentro ou
fora das hipercaixas, tendo suas espécies classificadas ou ndo. Por exemplo,
se uma amostra comercial apés o calculo da PCA se localiza dentro de uma
hipercaixa que foi gerada ao redor do agrupamento da espécie B. forficata,
esta amostra € classificada segundo esta espécie. Caso existam amostras
que nédo se disponham dentro destas hipercaixas, suas espécies ndo sao de-
terminadas. Além disso, amostras posicionadas na fronteira entre duas hiper-
caixas podem ter sua classe atribuida a duas espécies.

Na construcdo deste modelo, é preciso otimizar o nimero de
PC’s nas PCA’s para cada uma das espécies em separado. A Tabela 4.14
apresenta o numero de fatores selecionados para cada uma das espécies

levando-se em conta a primeira reducdo monoténica.

Tabela 4. 14 . Numero de PC’s selecionadas para cada uma das PCA’s calcu-
ladas no método SIMCA.

Espécie PC’s Variancia Acumulada (%)
B. forficata 3 43,7
B. longifolia 2 58,8
B. variegata 3 77,8

Assim como o KNN, o SIMCA também deve ser validado. Com
isso, da mesma maneira, para este procedimento foram retiradas 20% das
amostras de cada uma das espécies padrdo (mesmo conjunto utilizado para a
validacdo da KNN), e estas foram classificadas pelo modelo SIMCA desen-

volvido. Os resultados da validacao estao apresentados na Tabela 4.15.
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Tabela 4. 15 Quantidade e porcentagem de acertos para a ferramenta SIMCA
na classificacdo de amostras padrdes — Validacdo do modelo quimiométrico.

Espécie N° de Amostras N° de Cromatogramas Acertos
B. forficata 5 30 19
B. variegata 2 10 9
B. longifolia 1 5 5
Porcentagem - - 73%

De todas as amostras retiradas do conjunto total de dados e tes-
tadas com o SIMCA, o modelo nao classificou 12 replicatas, originando 73%
de acerto nas previsoes.

A Figura 4.30 demonstra a geracdo das hipercaixas ao redor
dos agrupamentos das amostras padrdo (delimitacdo através das nuvens
pontilhadas). ApOs a geracao das hipercaixas a Figura 4.29 demonstra a dis-

tribuicdo das amostras comerciais no grafico de PC’s.

- PC2 PC3

B. varieqata

M B. forficata
M B. longifolia

Figura 4. 30 Geracado das hipercaixas ao redor do agrupamento das amostras pa-
dréo de Bauhinia no desenvolvimento do SIMCA — A delimitacdo das hipercaixas &
dada utilizando-se os pequenos pontos pretos.
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Figura 4. 31 Classificacdo das amostras comerciais utilizando-se a distribuigcdo das
mesmas dentro e ao redor das hipercaixas geradas previamente.

Analisando-se as Figuras 4.30 e 4.31, é possivel observar que

nem todas as amostras comerciais analisadas foram distribuidas dentro das

hipercaixas do modelo SIMCA. Com isso, o0 modelo foi capaz de classificar

somente quatro das 15 amostras comerciais, assim como apresentado na Ta-

bela 4.16.

Tabela 4. 16 Determinacdes do modelo de classificacdo SIMCA.

Amostra Rotulo Determinacdo SIMCA
ACO01 Bauhinia sp. B. forficata
ACO02 Bauhinia sp. Nao Classificada
ACO03 B. forficata Nao Classificada
ACO04 B. forficata Nao Classificada
ACO05 B. forficata B. forficata
ACO06 Nao informado Nao Classificada
ACOQ7 Nao informado Nao Classificada
ACO08 B. forficata B. forficata
ACO09 B. forficata Nao Classificada
AC10 Bauhinia sp. Nao Classificada
AC11 Bauhinia sp. Nao Classificada
AC12 Bauhinia sp. B. forficata
AC13 Bauhinia sp. Nao Classificada
AC14 Nao informado Nao Classificada

AC15

B. candicans

N&o Classificada
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As quatro amostras comerciais AC01, AC05, AC08 e AC12, fo-
ram classificadas pelo modelo como B.forficata. Dentre estas, apenas as
amostras AC05 e AC08, marcadas em verde na tabela 20, concordaram com
as informagfes dos respectivos rétulos. As amostras AC1 e AC12, destaca-
das em vermelho, foram classificadas como B. forficata, porém os rétulos ndo
apresentavam informacdes especificas a cerca de suas espécies, apenas do
género. As amostras comerciais AC03, AC04 e ACQ9, que traziam no roétulo a
informacédo de pertencerem a espécie B. forficata, ndo foram classificadas.
Todas as demais amostras também né&o foram classificadas.

O modelo de classificagdo SIMCA, apesar de néo classificar to-
das as amostras, confere maior seguranca na determinacdo de amostras
desconhecidas se comparado ao modelo KNN, uma vez que este modelo

classifica apenas amostras de elevada semelhangca com as amostras padrao.

4.6.3.3. PLS-DA (Partial Least Square Discriminant Analysis)

Outro modelo utilizado na classificagdo das amostras comerciais
foi o PLS-DA. Esta ferramenta envolve o procedimento matematico mais
complexo dentre os trés utilizados, fornecendo assim um resultado mais con-
fiAvel dentre elas. Trata-se de um calculo de minimos quadrados parciais en-
tre as amostras e suas variaveis independentes. Além disto, apresenta em
seu desenvolvimento um processo de validacdo cruzada, que testa todas as
variacfes na classificacdo. Este procedimento é feito de forma sistematica
retirando-se uma a uma as amostras (5 replicatas) do conjunto total de dados.
Esta ferramenta tem sido utilizada no controle de qualidade de medicamentos
a base de fontes vegetais!*® 118,

Assim como para as outras ferramentas de classificacdo, o PLS-
DA também passou pelo procedimento de validagdo. Foram retiradas 20%
das amostras de cada uma das espécies padréo (utilizou-se o mesmo conjun-
to para as outras duas ferramentas — KNN e SIMCA), e estas foram classifi-
cadas. De todas as amostras retiradas, o PLS-DA classificou corretamente
100% das replicatas. Os resultados da validacao estao apresentados na Ta-
bela 4.17.
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Tabela 4. 17 Quantidade e porcentagem de acertos para a ferramenta PLS-DA
na classificacdo de amostras padrdo — Validacdo do modelo quimiométrico.

Espécie N° de Amostras N° de Cromatogramas Acertos
B. forficata 5 30 30
B. variegata 2 10 10
B. longifolia 1 5 5
Porcentagem - 100%

No PLS-DA também se faz a selecéo de fatores nos modelos de
regressao PLS para cada uma das classes. Nesta selecdo consideram-se 0s
mais baixos valores de residuos e coeficientes de correlacdo adequados. A
Tabela 4.18 demonstra as selecbes de fatores para cada uma das classes
juntamente com estes parametros associados, PRESS Val (Soma dos qua-
drados dos residuos de validacao), SEV (raiz quadrada de PRESS Val, neste

caso com n = 1) e rVal (Coeficiente de correlacdo da regresséao).

Tabela 4. 18 Numero de PC’s selecionadas e parametros associados para
cada uma das PCA’s calculadas no modelo PLS-DA.

Espécie PC’s PRESS Val SEV rval
B. forficata 3 3,9485 0,1756 0,9352
B. longifolia 3 2,2517 0,1326 0,9473
B. variegata 4 0,6949 0,0737 0,9840

Com o numero de fatores otimizados, o método desenvolvido foi
aplicado na determinacdo das espécies das amostras comerciais. A Tabela

4.19 apresenta como estas foram classificadas segundo este modelo.

Tabela 4. 19 Determinac¢des do modelo de classificagdo PLS-DA.

Amostra Rétulo Determinacao PLS-DA
ACO01 Bauhinia sp. N&o Classificada
ACO02 Bauhinia sp. B. longifolia
ACO03 B. forficata Nao Classificada
ACO04 B. forficata Nao Classificada
ACO05 B. forficata Nao Classificada
ACO06 N&o informado B. longifolia
ACO7 Nao informado Nao Classificada
ACO08 B. forficata B. forficata

ACO09 B. forficata N&o Classificada




AC10 Bauhinia sp. B. longifolia
AC11 Bauhinia sp. B. longifolia
AC12 Bauhinia sp. B. variegata
AC13 Bauhinia sp. B. longifolia
AC14 N&o informado B. longifolia
AC15 B. candicans N&o Classificada
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Como pode-se observar, apenas a amostra comercial ACOS8,

marcada em verde na Tabela 4.19, teve sua espécie determinada de modo

condizente com a informacao trazida no rétulo, B. forficata. Além destas, ou-

tras sete amostras comerciais foram classificadas, porém nenhuma delas co-

mo B. forficata. Com excec¢édo da ACO08, todas as demais amostras comerciais

que traziam no rotulo pertencerem a espécie B. forficata, ndo foram classifi-

cadas por este modelo.

classificagdo simultaneamente.

4.6.4. Avaliacdo dos modelos quimiométricos de classificacao

A Tabela 4.20 relaciona os resultados obtidos pelos trés modelos de

Tabela 4. 20 Comparacéo entre as classificacbes realizadas pelos modelos de classificacdo

Amostra

Rétulo

Determinacao

Determinacao

Determinacao

KNN SIMCA PLS-DA
ACO01 Bauhinia sp. B. forficata B. forficata N&o Classificada
ACO02 Bauhinia sp. B. longifolia N&o Classificada B. longifolia
ACO03 B. forficata B. variegata N&o Classificada Nao Classificada
ACO04 B. forficata B. variegata N&o Classificada Nao Classificada
ACO05 B. forficata B. forficata B. forficata N&o Classificada
AC06 Naoinformado  B. longifolia N&o Classificada B. longifolia
AC0O7 Naoinformado B. variegata N&o Classificada Nao Classificada
ACO08 B. forficata B. forficata B. forficata B. forficata
ACO09 B. forficata B variegata N&o Classificada Nao Classificada
AC10 Bauhinia sp. B. forficata  N&o Classificada B. longifolia
AC11 Bauhinia sp. B. longifolia N&o Classificada B. longifolia
AC12 Bauhinia sp. B. variegata B. forficata B. variegata
AC13 Bauhinia sp. B. longifolia N&o Classificada B. longifolia
ACl14 Naoinformado  B. longifolia N&o Classificada B. longifolia
AC15 B. candicans B. longifolia N&o Classificada Nao Classificada
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Assim como seria esperado, de acordo com a caracteristica intrinseca
do KNN, este modelo classificou todas as amostras comerciais. O modelo
SIMCA néo classificou 11 das 15 amostras (73,3%) e o PLS-DA deixou de
classificar 7 das 15 (46,7%) devido também as singularidades de ambos.

Comparando-se a concordancia dos modelos, KNN e SIMCA concor-
dam em apenas 3 das 15 amostras comerciais classificadas (20% de concor-
dancia), KNN e PLS-DA concordam em 46,7% das classificacdes (7 do total)
e SIMCA e PLS-DA concordam em 6 das 15 amostras comerciais, 0 que cor-
responde a 40% de classifica¢des idénticas.

Analisando-se a Tabela 4.20 pode-se observar que a amostra AC10,
marcada em vermelho, foi a Unica que néo teve concordancia alguma entre os
trés modelos e sua embalagem néo trazia informacao exata de espécie, ape-
nas de género. A grande discordancia entre os modelos pode ser devido a
alta similaridade deste cromatograma com alguns cromatogramas de espé-
cies distintas, assim como foi previamente discutido e demonstrado na Figura
4.20. Nesta observam-se os cromatogramas de duas espécies diferentes, po-
rém bastante similares. Com isso, pode-se inferir que esta amostra ou perten-
ce a uma das espécies ou a nenhuma delas relacionadas. A Figura 4.32 ilus-
tra o cromatograma da amostra AC10 juntamente com cromatogramas das
espécies B. variegata (P03), B. forficata (P01) e B. longifolia (P11).

2500
2000 - —  AC10
—— P01 - B. forficata
v 1500~ P12 - B. longifolia
2 1N —— P03 - B. variegata
1000 -J u

500 - U
0 _Jw

' I ! I ' I ! 1

0 10 20 30

40
Tempo (min.)

Figura 4. 32 llustracdo da amostra comercial AC10 juntamente com
amostras de espécies de Bauhinia.
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As amostras AC03, AC04, AC09 e AC15, cujos rétulos traziam infor-
mac0Oes definidas de espécie, foram classificadas somente pelo KNN e como
sendo pertencentes a uma espécie diferente da contida no rétulo. Para estas
e para a amostra AC07, que também foi classificada apenas pelo modelo
KNN é preciso cuidado na andlise dos resultados. O procedimento ao qual
este modelo utiliza para a classificacdo das amostras esta relacionado a dis-
tancia entre as amostras desconhecidas e todas as amostras padrdo e ainda

ao numero de votos de cada classe.
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Figura 4. 33 Amostras comerciais e padréo para visualizac&o. Tempo (min.)
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Devido a isto, as amostras colocadas na Figura 4.33 podem realmen-
te pertencer as espécies determinadas pelo KNN ou apenas terem sido clas-
sificadas desta forma devido a singularidade deste modelo. Analisando-se a
Figura 4.34, que ilustra uma PCA das amostras padrédo e comerciais juntas
(referente a Figura 4.26), pode-se visualizar que de todas as comerciais (cir-
culos pretos) apenas 5 delas (10 replicatas circuladas em vermelho) apresen-
tam uma ligeira diferengca as demais presentes no grafico de scores (AC10,
AC12 a AC15).

4,0x10"

2,0x10
1X “

0,0 5 ® % ‘

PC2 (18,5%)
I
’
¢
o’
&
‘.

-2,0x10"

-4,0x10" @

T 2 T L T ¥ T T T L T ! 1
-6,0x10°  -4,0x10"  -2,0x10’ 0,0 2,0x10°  4,0x10°  6,0x10

PC1 (23,5%)

Figura 4. 34 PCA calculada com os cromatogramas obtidos das amostras padrdo
de Bauhinia e também com os cromatogramas obtidos das amostras comerciais.

As amostras cujos rétulos trouxeram apenas informacdo de género,
como a ACO01, AC02, AC11, AC12 e AC13, tiveram concordancia na classifi-
cacao de suas espécies por pelo menos dois modelos simultaneamente, fato
que reforca a possibilidade de pertencerem as espécies relacionadas. Para
carater de ilustracéo, as Figuras 4.35, 4.36 e 4.37 mostram 0s cromatogra-
mas das amostras comerciais relacionadas acima comparados aos cromato-

gramas das amostras padrdes das espécies aos quais foram determinadas

pelos modelos.
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Figura 4. 35 Cromatogramas das amostras comerciais AC02, AC11 e AC13 que foram

determinadas como B. longifolia por pelo menos dois modelos concomitantemente.
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Figura 4. 36 Cromatograma da amostra comercial ACO1 que foi determinada como B.
forficata por pelo menos dois modelos concomitantemente.
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Figura 4. 37 Cromatograma da amostra comercial AC12 que foi determinada como
B. variegata por pelo menos dois modelos concomitantemente.
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Visualmente, os cromatogramas das amostras AC01l e AC12 sdao
mais semelhantes aos cromatogramas das amostras padrdo de B. forficata
(Figura 4.36) e B. variegata (Figura 4.37), do que as amostras AC02, AC11 e
AC13 em comparacdo ao cromatograma da amostra padrdo de B. longifolia
(Figura 4.35), porém é importante salientar que as figuras demonstram ape-
nas um dos cromatogramas das amostras padrédo, com o intuito de facilitar a
visualizacao, logo pode(m) existir outro(s) cromatograma(s) de amostras pa-
drdo que sejam visualmente mais semelhantes as amostras AC02, AC11 e
AC13.

As amostras AC06, ACO7 e AC14, que nao traziam nenhuma infor-
macéo de espécie e género no roétulo, foram classificadas como B. longifolia,
no caso da AC06 e AC14, por dois modelos (KNN e PLS-DA). Enquanto a
amostra ACO07 foi classificada como B. variegata apenas pelo modelo KNN.
As Figuras 4.38 e 4.39 ilustram os cromatogramas das amostras comerciais e

padrdo destas trés ocorréncias.
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Figura 4. 38 Cromatogramas das amostras comerciais AC06 e AC14 que foram
determinadas como B. longifolia pelos modelos KNN e PLS-DA concomitantemente.
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Figura 4. 39 Cromatograma da amostra comercial ACO7 que foi determinada como
B. variegata pelo modelo KNN.

A amostra AC05 que trazia a informacdo de pertencer a espécie B.
forficata apresentada no rétulo teve sua espécie determinada como tal por
dois modelos simultaneamente, KNN e SIMCA. Também da espécie B. forfi-
cata segundo o rétulo, a amostra ACO08 foi classificada como tal pelos trés
modelos concomitantemente. A Figura 4.39 ilustra os cromatogramas destes

casos.
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Figura 4. 40 Cromatogramas das amostras comerciais AC05 e AC08 que foram

determinadas como B. forficata pelos modelos KNN e SIMCA, no caso da ACO05, e

pelos trés modelos no caso da ACO08.
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5. CONCLUSOES

O método validado de extracdo das amostras vegetais apresentou re-
produtibilidade o que viabiliza a posterior utilizagdo das ferramentas de anali-
ses quimiométricas. O método de eluicdo gradiente desenvolvido se mostrou
satisfatorio ja que, apds a obtencdo dos fingerprints dos extratos vegetais, foi
possivel, ndo s6 o alinhamento dos perfis cromatograficos, mas também sua
utilizacdo nos modelos quimiométricos de analise exploratéria e de classifica-
céo.

Com as ferramentas de analise exploratdrias foi possivel observar o
agrupamento das amostras padrdo segundo suas espécies no gréafico de sco-
res (PCA) e também na geracédo do dendograma (HCA), porém quando essas
ferramentas foram utilizadas com as amostras comerciais, com a finalidade de
classificacdo, estes métodos ndo se mostraram satisfatorios. Existiu um leve
agrupamento em um quarto grupo de amostras, mas também houve a distri-
buicdo dos spots por todo grafico de scores. Este fato dificulta a determinacgéo
precisa e inequivoca da espécie de amostras desconhecidas utilizando-se tais
modelos para este fim.

Com isso, a utilizacdo dos modelos quimiométricos supervisionados de
classificacdo permitiu que amostras comerciais tivessem suas espécies classi-
ficadas com maior seguranca. Das quinze amostras comerciais utilizadas fren-
te aos modelos, apenas 3 delas foram classificadas como B. forficata (ACO01,
ACO5 e ACO08), 6 delas classificadas como B. longifolia (AC02, AC06, AC11,
AC13, AC14 e AC15) e 4 delas classificadas com B. variegata (AC03, AC04,
ACO07, AC09, AC12). Apenas para uma das amostras comerciais (AC10) néo
foi possivel atribuir uma espécie utilizando-se da classificacdo das ferramen-
tas, ja que ndo existiu concordancia na determinacao desta entre os modelos.
Para todas as outras esta concordancia existiu e permitiu a determinacdo de

suas espeécies.
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