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RESUMO

O género Jatropha pertence a familia Euphorbiaceae e possui cerca de 175 espécies que sdo
amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais da Africa e Américas. A Jatropha
mollissima (Pohl) Baill, conhecida popularmente no nordeste brasileiro como pinh&o bravo, é
uma planta utilizada tradicionalmente na medicina popular para o tratamento de varias doencas,
por apresentar efeitos antibacterianos, antiofidico, antioxidante, entre outros. Dentre 0s
metabolitos secundarios encontrados nesta espécie estdo os flavonoides, fendis e taninos que
podem variar em concentra¢do dependendo de varidveis como o local de plantio, época de
coleta da seiva, indice pluviométrico, entre outros. A quantificacdo destes, geralmente é
realizada por espectroscopia no UV-visivel e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), porém, apesar de bastante conhecidas e confiaveis, necessitam de diversas etapas de
preparo das amostras. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um método
baseado na espectroscopia no infravermelho préoximo (NIR) e médio (MIR) e métodos
quimiométricos para a quantificacdo rapida e ndo destrutiva destes metabdlitos em amostras da
seiva da espécie J. mollissima, coletadas em 3 regides diferentes do estado da Paraiba. Todas
as amostras foram analisadas pelo método colorimétrico de referéncia (uv-vis) e tiveram seus
espectros NIR e MID registrados. As analises das amostras pelos métodos colorimétricos
indicaram teores de taninos totais variando de aproximadamente 18,4 a 597 pg.mL™,
flavonoides totais variando de 0,91 a 6,94 pg.mL%, e o teor de polifenois variando de
aproximadamente 0,03 a 55,17 pg.mL?. Para a construgdo do modelo de calibracdo
multivariada, os conjuntos de dados (NIR e MID) foram divididos em calibracdo e predicéo
utilizando o algoritmo SPXy. Os modelos de calibracdo multivariada por Minimos Quadrados
Parciais (PLS) foram construidos utilizando a extensdo PLS-Toolbox do MATLAB. Para
flavonoides o melhor modelo foi construido com os dados de infravermelho médio
(RMSEP=0,75 pg mL™Y), ja para tanino e polifendis os melhores modelos foram obtidos para
os dados NIR, RMSEP de 54,28 e 5,87 pug mL, respectivamente. Todos os modelos foram
construidos utilizando 7 variaveis latentes e validados por validagdo cruzada completa. N&o
foram encontrados na literatura trabalhos que realizassem a quantificagdo de polifenois,
flavonoides e taninos, utilizando a espectroscopia no infravermelho e métodos de calibracao
multivariada para a espécie J. mollisima. No entanto quando comparados com modelos PLS
para determinacdo destes metabolitos em outras amostras de produtos naturais os erros foram

comparaveis.

Palavras-Chave: Pinh&o-bravo; seiva; metabolitos secundérios; calibragdo multivariada.



ABSTRACT

The genus Jatropha belongs to the Euphorbiaceae family and has about 175 species that are
widely distributed in tropical and subtropical regions of Africa and the Americas. Jatropha
mollissima (Pohl) Baill, popularly known in northeastern Brazil as Pinhdo Bravo, is a plant
traditionally used in folk medicine for the treatment of several diseases, for its antibacterial,
antiphidic, and antioxidant effects, among others. Among the secondary metabolites found in
this species are flavonoids, phenols, and tannins, which can vary in concentration depending on
variables such as planting location, sap collection season, rainfall rate, among others. The
quantification of these substances is usually performed by UV-visible spectroscopy and High
Performance Liquid Chromatography (HPLC), however, despite being well known and reliable,
they require several steps of sample preparation. The objective of this work was to develop a
method based on near and mid infrared spectroscopy (NIR) and chemometric methods for the
fast and non-destructive quantification of these metabolites in samples of the sap of the species
J. mollissima, collected in 3 different regions of the state of Paraiba. All samples were analyzed
by the reference colorimetric method (Uv-vis) and had their NIR and MID spectra recorded.
The analyses of the samples by colorimetric methods indicated total tannin contents ranging
from approximately 18.4 to 597 pg.mL* , total flavonoids ranging from 0.91 to 6.94 pg.mL™* ,
and polyphenols content ranging from approximately 0.03 to 55.17 pg.mL* . To build the
multivariate calibration model, the data sets (NIR and MID) were split into calibration and
prediction using the SPXy algorithm. The multivariate calibration models by Partial Least
Squares (PLS) were built using the PLS-Toolbox extension of MATLAB. For flavonoids the
best model was built with the mid-infrared data (RMSEP=0.75 pug mLt), whereas for tannin
and polyphenols the best models were obtained for NIR data, RMSEP of 54.28 and 5.87 ug
mL, respectively. All models were built using 7 latent variables and validated by full cross-
validation. No work was found in the literature that performed the quantification of
polyphenols, flavonoids and tannins using infrared spectroscopy and multivariate calibration
methods for the species J. mollisima. However when compared with PLS models for

determination of these metabolites in other natural product samples the errors were comparable.

Key-words: Pinhdo-bravo; sap; secondary metabolites; multivariate calibration
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1 INTRODUCAO

Nos dltimos anos tém-se observado uma crescente demanda por produtos naturais,
sejam alimentos ou medicamentos industrializados ou de preparacdo caseira, que na maioria
das vezes estdo associados a busca por habitos saudaveis que ajudam a melhorar a qualidade de
vida das pessoas (ATANASOQV et al., 2015). Essa demanda crescente por medicamentos de
qualidade e alimentos saudaveis tem gerado uma necessidade de andlises qualitativas e
quantitativas de compostos bioativos em ervas, extratos de plantas, produtos alimenticios, entre
outros.

Dentre véarios objetivos, as analises em extratos vegetais apresentam o intuito de
identificar e quantificar metabdlicos secundarios que possam estar associados a determinadas
bioatividades dentro de uma classe, familia, género ou espécie de plantas. Nesse contexto, 0s
estudos envolvendo metabdlitos vém ganhando destaque em muitos campos, como toxicologia,
nutricdo, diagnostico de doencas e descoberta de produtos naturais (SHEN et al., 2022).

Nos estudos envolvendo metabdlitos secundarios, alguns géneros de plantas vém se
destacando, como por exemplo a Jatropha, que pertence a familia Euphorbiaceae e possui cerca
de 175 espécies que sio amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais da Africa
e Américas. Conhecida popularmente no nordeste brasileiro como pinhdo-bravo, é uma planta
utilizada tradicionalmente na medicina popular para o tratamento de varias doencas por
apresentar efeitos antibacterianos, anti-helminticos, hipotensor, antiofidico, entre outros
(CAVALCANTE; SANTOS; ALMEIDA, 2020). Na medicina popular, a seiva da Jatropha
molissima tem sido utilizada para controlar hemorragias e infec¢cdes (DE QUEIROZ NETO et
al., 2019)

Os produtos naturais apresentam um grande potencial, porém as condic¢des as quais as
plantas estdo expostas muitas vezes dificultam a identificagdo e quantificacdo de alguns
compostos. Sao varios os desafios que existem nesse campo, afinal todas as condicdes bidticas
e abidticas como temperatura, humidade, poluentes, indices pluviométricos, estresse
nutricional, mutagéo e eventos transgénicos provocam alteragfes na presenca e quantidade de
metabolitos (SAMYNATHAN et al., 2021).

Diante do exposto, 0 uso da quimiometria em estudos envolvendo metabolitos
secundarios se apresentam como uma alternativa viavel, pois acessam informacdes
multivariadas para tracar o perfil de metabdlitos da planta e identificar alteracbes quando
expostas a diferentes fatores. Neste sentido, 0 uso de técnicas espectroscopicas associadas a
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métodos quimiométricos permitem a quantificacdo de metabdlitos secundarios de forma rapida,
precisa e néo destrutiva (KUCHARSKA-AMBROZEJ, KARPINSKA, 2020).

Uma das técnicas espectroscopicas ndo-destrutivas mais consolidadas € a espectroscopia
no infravermelho, que se apresenta como uma técnica de andlise rapida, ndo destrutiva,
acessivel, com recursos de alta precisao e possibilidade de caracterizagdo simultanea para varios
componentes (CATALTAS, TUTUNCU, 2021; HONG et al., 2021; KHODABAKHSHIAN,
BAYATI, EMADI, 2021). Porém, em amostras complexas a seletividade da espectroscopia no
IR € baixa devido a atividade dos sinais causados pelos diferentes componentes na amostra.
Consequentemente, os métodos quimiométricos se tornam uma alternativa viavel para sua
analise (KUCHARSKA-AMBROZEJ, KARPINSKA, 2020).

Com base nas informacdes apresentadas e tendo em vista o potencial do género
Jathopha e estudos farmacoldgicos que demonstraram correlagdes entre metabolitos
secundarios e as diversas bioatividades em plantas desse género, o objetivo desta pesquisa foi
estudar a espécie Jatropha mollissima no periodo de 12 meses, buscando quantificar polifenois,
taninos e flavonoides na seiva dessa planta, utilizando para isso técnicas quimiométricas
associadas as espectroscopias UV-Vis, NIR e MIR, tendo em vista que tais metabolitos se

apresentam como grupos importantes dentre os produtos naturais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver uma metodologia baseada na espectroscopia no infravermelho e de

calibracdo multivariada para a quantificagdo de taninos, flavonoides e polifenois na seiva da

Jatropha mollissima, coletadas em 3 localidades diferentes do estado da Paraiba-PB.

2.2 Objetivos Especificos
e Observar as variagcdes na concentracdo de metabolitos secundarios presentes na seiva

da Jatropha mollissima de acordo com sua localizacdo geografica e sazonalidade.

e Registrar espectros de Jatropha mollissima de 3 localidades diferentes no periodo de 12
meses.

e Analisar qual o melhor pré-processamento para a construcdo dos modelos de calibracéo
multivariada.

e Desenvolver modelos de calibragdo multivariada para quantificar metabdlitos
secundarios baseadas nas regides do infravermelho médio (MIR) e préximo (NIR).

e Comparar a performance dos modelos construidos com os espectros registrados nas

duas regides do infravermelho (NIR e MIR).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 O género Jatropha

Originéaria da América tropical, o género Jatropha pertence a familia Euphorbiaceae que
é considerada uma das maiores familias de Angiospermas, abrangendo cerca de 7.800 espécies
distribuidas em aproximadamente 300 géneros e 5 subfamilias ao redor do mundo (FELIX-
SILVA etal., 2018; GOMES et al., 2016). O género Jatropha possui cerca de 175 espécies que
podem ser encontradas espalhadas pela Asia, Africa e Américas onde sio tradicionalmente
utilizadas na medicina popular para o tratamento de varias enfermidades, sendo que, seu proprio
nome esta associado a finalidade medicinal, do grego “jatros” que significa “médico” e “trophe”
que significa “comida” (CAVALCANTE; SANTOS; ALMEIDA 2020).

Segundo Cavalcante, Santos & Almeida (2020) diversas espécies desse género tém sido
estudadas quanto as suas propriedades farmacologicas, entre as principais estdo, Jatropha
curcas, Jatropha isabellei, Jatropha gossypiifolia, Jatropha integerrima e Jatropha
macrorhiza. Ainda segundo os autores, os estudos farmacoldgicos desse género demonstraram
correlagbes entre metabdlitos secundarios e algumas bioatividades, como efeito anti-
leishmania, atividade antimicrobiana, atividade anti-helmintica, atividade antitumoral,
atividade antioxidante, atividades gastroprotetoras, entre outras.

Além dessas atividades citadas, outros efeitos sdo encontrados na literatura, segundo
Félix-Silva et al. (2018), na medicina popular nordestina, as espécies de Jatropha gossypiifolia
L. (pinh&o roxo) e Jatropha mollissima (pinhdo bravo), sdo utilizadas no tratamento de picadas
de cobra, por apresentarem efeito antiofidico. A Jatropha gossypiifolia também € utilizada
populamente com aplicacbes em sangramentos, Ulceras, reumatismo, doencas venéreas e
purgativos, sendo essa espécie umas das mais estudadas (DE QUEIROZ NETO et al., 2019).
Vérias outras espécies de Jatropha também sdo utilizadas na medicina tradicional para curar
vérias doencas, principalmente na Africa, Asia e América Latina, sendo um remédio popular
para 80% da populacdo dessas localidades, tendo apresentado efeitos colaterais minimos
(SABANDAR et al., 2013). Além disso, no Brasil, a espécie Jatropha gossypiifolia esta
incluida na Lista Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Saude que
inclui 71 espécies de plantas medicinais com potencial de geracdo de produtos farmacéuticos
de interesse do sistema publico de salide (FELIX-SILVA et al., 2018).

Algumas espécies dentro desse género também sdo utilizadas como plantas ornamentais

na India, Australia, llhas Havaianas, Africa do Sul, Mocambique, Zambia e partes mais quentes
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da Asia. Dentre essas espécies, destacam-se a Jatropha multifida, Jatropha podagrica e
Jatropha integerrima. Esta Gltima é tradicionalmente utilizada como purgante, tratamento de
verrugas, tumores, reumatismo, herpes, prurido, dor de dente, sarna, eczema e micose
(SRIVASTAVA et al., 2015).

No Brasil, em 2010, foi iniciado o programa BrJatropha, cujo os objetivos eram avaliar
as possibilidades de Jatropha curcas no Brasil criando um banco de germoplasma com as
sementes de pinh&o-manso (Jatropha curcas) mais resistentes, e desenvolver sistemas de
producdo de biodiesel a partir da semente dessa espécie (SRIVASTAVA et al., 2015;
EMPRAPA 2011).

3.2 Jatropha molissima

A espécie Jatropha mollissima (Pohl) Baill., popularmente conhecida como pinhdo-
bravo, pertence a familia Euphorbiaceae, sendo uma espécie endémica do semiarido Brasileiro
(BRAQUEHAIS, 2016 ; DIAS et al., 2019 ). No Brasil, a Jatropha mollissima tem ocorréncias
confirmadas nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, abrangendo entdo Amazonia,
Caatinga e Cerrado (CORDEIRO; SECCO 2015), conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1 - Ocorréncias confirmadas da Jatropha mollissima (Pohl) Baill
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A espécie é classificada como um arbusto com ramificacdes por apresentar menos de 5
metros de altura. As ramificacdes surgem geralmente entre 50 cm a 1 m acima do nivel do solo,
seus frutos sdo simples e globosos com dimens6es média de 2,14 cm de comprimento, largura
de 2,12 cm e a espessura de 2,16 cm, escurecendo a medida que amadurecem (Figura 2)
(VASCONCELO, 2014; DE SOUZA; CAVALCANTE, 2019). Quando ferida, a Jatropha
mollissima produz uma seiva com aspecto leitoso (latex) que é utilizada pela populacdo em
feridas para controlar hemorragias e infec¢cGes, minimizando o processo inflamatério e
promovendo a cicatrizagdo (DE QUEIROZ NETO et al., 2019).

Figura 2 - Caracteristicas morfoldgicas da Jatropha mollissima (A: Caule, B: Frutos)

Fonte: Vasconcelo, 2014

Na medicina popular, a Jatropha mollissima é usada em diversos paises para varios fins,
especialmente como remédios (IQBAL; YAHYA, 2021). Na pesquisa desenvolvida por
Braquehais et al., (2016) sobre o perfil toxicoldgico, antibacteriano e fitoquimico do extrato
etanolico das folhas de Jatropha mollissima foi possivel constatar significante atividade
antimicrobiana contra a cepa Enterococcus faecalis ATCC 29212. Na analise fitoquimica os
autores conseguiram identificar a presenca das classes de metabdlitos secundarios cumarinas,
taninos, flavonoides (flavanois, flavanonas), alcaloides e esteroides, sendo estes, 0s possiveis
responsaveis pela atividade antimicrobiana.

Ribeiro et al., (2014), avaliaram a atividade anti-helmintica do extrato etanolico do caule
da Jatropha mollissima (Pohl) Baill contra 0 nematédeo Haemonchus contortus em ovinos e

nauplios de Artemia salina. Os testes de toxicidade revelaram que o extrato de Jatropha
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mollissima é toxico mesmo em baixas concentra¢des, comprovando a acao bioativa do extrato.
Os resultados finais comprovaram que o extrato na concentracdo de 660 pg mL™ é téxico para
nauplios de Artemia salina, mas é eficaz nas concentracdes de 660 e 1321,6 ug mL™* sobre o
nematddeo Haemonchus contortus de ovinos.

No trabalho desenvolvido por Gomes et al., (2016), sobre o extrato aquoso de folhas da
Jatropha mollissima e suas propriedades inibitérias contra o veneno de cobra, foi possivel
constatar que o extrato possui substancias que podem inibir ou inativar as toxinas apresentadas
no veneno da Jararaca da seca (Bothrops erythromelas) e na Jararaca da mata (Bothrops
jararaca), além de agir indiretamente sobre mediadores inflamatdrios endogenos. A anélise
fitoquimica indicou através da cromatografia (CLAE-DAD) a presenca de seis flavonoides,
sendo eles isoscaftosideo, schaftoside, isoorientina, orientina, vitexina e isovitexina. Ainda
segundo os autores, esse resultado é compativel com revisdes bibliograficas que apontam os
flavonoides como compostos que tém atividades inibitorias significativas, contra algumas
toxinas enzimaticas do veneno de cobra.

Nos estudos de Félix-Silva et al., (2018), os autores comparam 0s extratos foliares
aquosos das espécies de Jatropha gossypiifolia e Jatropha mollissima com base na analise
fitoquimica, atividade antibacteriana e atividade inibitéria contra o veneno de Bothrops
erythromelas. Os flavonoides foram detectados como compostos majoritarios em ambos 0s
extratos, porém o0s autores destacam que na Jatropha mollissima também foram detectados
outros metabdlitos, sendo ele, compostos fendlicos e flavonoides e saponinas. Utilizando
cromatografia em camada delgada (TLC, do inglés Thin Layer Chromatography) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢cdo de arranjo de diodos (CLAE-DAD) os
flavonoides identificados foram orientina e isoorientina, vitexina, luteolina, isovitexina e
apigenina (Figura 3). Em relacéo a atividade antibacteriana a Jatropha gossyppifolia foi capaz
de inibir o crescimento de Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus e Bacillus
cereus, enquanto nenhum desses microrganismos foi sensivel a Jatropha mollissima nas

concentragdes testadas.
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Figura 3 - Flavonoides identificados na Jatropha mollissima
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Igbal et al. (2021) avaliaram os metabdlitos secundarios do extrato etandlico das folhas
da Jatropha mollissima e suas atividades antioxidantes e citotoxicidade, bem como avaliaram
a capacidade de reverter a nefrotoxicidade induzida pela cisplatina em ratos albinos. Os
resultados das analises fitoquimicas do extrato etandlico demonstaram a presenca de
flavonoides, fenois, taninos e saponinas, além de atividade antioxidante significativamente
elevada. Os autores citam que tais propriedades podem tornar possivel a aplicacdo e uso da
Jatropha mollissima como agente anticancer ou em aplicacgdes de cicatrizagéo de feridas. Sobre
a nefrotoxicidade, os resultados indicam que o extrato bruto da Jatropha mollissima apresenta
um grande potencial na reversdo dessa condicdo, porém mais estudos seriam necessarios para
indicar quais metabdlitos a essa reversao.

De Queiroz Neto et al. (2019) avaliaram a composi¢cdo quimica e as atividades

farmacoldgicas em diferentes extratos da Jatropha mollissima a fim de associar seus possiveis
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efeitos terapéuticos aos metabolitos secundarios. Os testes fitoquimicos indicaram a presenca
de compostos fendlicos, taninos, flavonoides e saponinas. Dos diferentes tipos de extratos
testados os autores concluem que o extrato etandlico apresentou quantidades expressivas dos
metabolitos citados, bem como, moderada atividade antioxidante e baixa toxidade em ratos.
Além disso, os extratos etanolicos e hidroalcéolicos apresentaram bons resultados como
agentes antibacterianos. Em levantamento bibliografico realizado pelos autores constatou-se
que os compostos fendlicos, como taninos e flavonoides atuam como cicatrizantes e anti-
inflamatorios, sendo que, aos taninos também sdo atribuidas outras propriedades como
antioxidantes e antineoplésicas.

Da Silva Aradtjo et al. (2018) avaliaram o efeito larvicida do extrato aquoso de folhas
de Jatropha mollissima nas larvas de Aedes aegypti e sua atividade citotoxica e genotoxica. Os
resultados do teste larvicida indicam taxa de mortalidade das larvas, no terceiro estagio, de
forma significativa ao utilizar o extrato aquoso nas concentracdes 0,08 e 0,1 mg mL™,
apresentando resultados superiores a 75%. Em levantamento bibliografico realizado pelos
autores, alguns metabdlitos como taninos, saponinas, cumarinas e alcaloides identificadas nas
folhas da Jatropha mollissima podem estar associados a sua atividade larvicida. Também é
destacado ao final do trabalho que nenhuma concentracdo apresentou atividade citotoxica,
genotoxica e /ou mutagénica, porém, é destacado que mais estudos devem ser realizados para
0 isolamento e identificacdo dos compostos derivados da Jatropha mollissima que mostram
propriedades larvicidas.

Na pesquisa desenvolvida por Dias et al. (2019) sobre a Jatropha mollissima avaliou-se
o0 potencial antioxidante, efeito citogenotdxico e realizada a triagem fitoquimica das folhas com
extratos em hexano, acetato de etila e metanol. A triagem fitoquimica indicou diferentes
metabdlitos nos diferentes extratos. No extrato hexanico foi indicado as presencas de triterpenos
e esteroides, 0s quais também foram observados no extrato de acetato de etila, juntamente com
flavonoides. O extrato metandlico indicou a presenca de saponinas, catequinas, fenois, taninos,
flavonoides, flavonas, flavondis e xantonas. Em relacdo a atividade antioxidante os autores
constatam que tal atividade sofreu variacdes de acordo com as concentracfes de metabolitos
das fracOes estudadas, podendo a atividade antioxidante ser atribuida a presenca e concentracao
de compostos fendlicos das classes taninos e flavonoides. Os autores concluem que 0s extrato
metandlicos nas concentracfes de 0,01 e 0,1 mg/mL foram 0s mais promissores como

antioxidante, uma vez que nao apresentaram efeito citogenotdxico.
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3.3 Metabdlitos secundarios e produtos naturais

Os estudos envolvendo metabdlitos secundarios tem se destacado na identificacdo e
quantificacdo desses compostos presentes em diferentes tipos de amostras, afinal sdo esses
metabolitos que constroem um “perfil” ou identidade para o objeto de estudo. Nas plantas os
metabdlitos sdo definidos como primérios e secundarios. Os primérios estdo envolvidos com o
crescimento, desenvolvimento e reproducdo das plantas, enquanto os secundarios apresentam
funcdes relacionadas com a defesa, adaptacao e sobrevivéncia (VILLATE et al., 2020; PILON
et al., 2020).

Scogings et al. (2015) destacam que os metabdlitos secundarios, principalmente os
baseados em carbono, como taninos e polifenois, sdo compostos importantes para as plantas
por estarem ligados a protecdo contra herbivoros, patdgenos ou radiacdo UV. Além disso,
segundo Jamloki et al. (2021) os metabdlitos secundarios sdo usados pelas pessoas para varias
aplicacbes, como por exemplo, agroquimicos, corantes, fragrancias, aromatizantes, aditivos
alimentares e biopesticidas, além do uso para o desenvolvimento de medicamentos. Sobre o uso
como medicamentos, 0s metabolitos secundarios sdo alvo de varios estudos por estarem
associados a fungdes bioldgicas, como propriedades antioxidantes (BABAHMAD et al., 2018),
antimicrobianas (RAHU et al., 2021), antivirais (MOTHANA et al., 2006), anti-inflamatorias
(SILVA et al., 2013) e entre outros, tornando-se objeto de estudos na busca por produtos
naturais. Além disso, nos ultimos anos, tem ocorrido um aumento crescente na venda desses
produtos que sdo baseados ou derivados de compostos naturais (DE ABREU; MAZZAFERA,
2005).

Os estudos e aplicagdes envolvendo os metabolitos sdo antigos e fazem parte da histéria
da humanidade, porém com o aprimoramento de técnicas analiticas o estudo desses compostos
vem ganhando destaque (BOURGAUD et al., 2001). Na literatura é possivel encontrar mencdes
que datam de 2000 a.C. sobre a utilizacdo de técnicas para identificar determinados metabdlitos,
como por exemplo, o uso de formigas na medicina chinesa para identificacdo de altas doses de
glicose na urina de pacientes com diabetes (VAN DER GREEF; SMILDE, 2005). E interessante
observar que a identificacdo dos metabdlitos sempre esteve presentes na historia da humanidade
e por consequéncia tornou-se objeto de estudo de diferentes areas do conhecimento, sendo que,
nos dois Ultimos séculos areas como Bioquimica e Quimica tém buscado compreender a funcéo
especifica desses metabdlitos, tanto nos organismos de origem, como também para uso e bem-
estar da humanidade (PILON et al., 2020).
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A identificacdo e quantificacdo dos metabolitos ajuda a compreender todas as alteracdes
que um ser vivo sofre ao longo da vida. Devido a isso, essa area de estudo vem sendo aplicada
em diferentes areas do conhecimento, como andlises clinicas, alimentos e nutricdo, esportes,
ambiental, toxicologia forense, ou analise de organismos patolégicos (parasitas, bactérias,
fungos) (CANUTO et al., 2018).

Sé&o varias as possibilidades que existem no estudo dos metabdlitos, principalmente em
vegetais. Segundo Fukusaki e Kobayashi (2005) foi descoberto recentemente que pequenas
mudancas no metaboloma podem ser explicadas por perturbacfes impostas as plantas, sejam
essas perturbacdes bioticas ou abioticas. Os autores defendem que os estudos envolvendo
metabolémica apresentam como objetivo final determinar a relacéo entre recursos Uteis e seus
genes correspondentes, dessa forma, entendendo as perturbagdes que uma planta sofre ao longo
de um periodo e relacionar tais perturbagcdes com a presenca e quantidade desses metabdlitos,
poderia nos dar uma relacdo util, por exemplo, para gerar plantas transgénicas disponiveis
comercialmente, (FUKUSAKI; KOBAYASHI, 2005) ou propor formas de lidar com a seca,
melhorando a tolerancia das plantas ao estresse hidrico (ASHRAFI et al., 2018).

A partir do perfil criado no estudo dos metabdlitos, pode-se identificar, isolar e
quantificar compostos responsaveis por um determinado fator, dessa forma, pode-se identificar
por exemplo, quais sdo os metabdlitos responsaveis pela frutificacdo de uma planta e a partir
dessa identificacdo propor técnicas de manuseio e melhorias dessas plantas (VILLATE et al.,
2020). Canuto et al. (2018) cita que existem mais de 200.000 metabdlitos, o que torna o estudo
dos metabolitos uma abordagem interessante, pois tal estudo poder auxiliar no entendimento
desses seres vivos, como também, propor melhorias em termos de rendimento nos cultivos.

Braquehais et al. (2016) destacam que nas Ultimas décadas o interesse pelo potencial
terapéutico das plantas vem aumentando, alcancando resultados promissores na investigacdo
de substancias bioativas, entre elas moléculas antimicrobianas naturais presentes nas plantas.
Na literatura ja é possivel encontrar diversos artigos que relacionam os metabdlitos secundarios
com vaérias fungdes bioldgicas (FAKHI et al., 2021). Também foi mencionado por Fakhi et al.,
(2021) através de levantamento bibliografico, que os metabdlitos secundarios das plantas
possuem varias funcbes bioldgicas, citando o0s compostos fendlicos, alcaloides,
terpenos/terpendides e estruturas contendo enxofre com atividades bioldgicas especificas,
incluindo propriedades neuroprotetoras, anti-inflamatorias, antimicrobianas, antioxidantes e
cardioprotetoras. Pode-se afirmar que as plantas sdo fabricas quimicas vivas de metabolitos

secundarios. De fato, sdo esses metabolitos que formam a base de muitos medicamentos
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farmacéuticos comerciais, bem como de remédios fitoterapicos derivados de plantas medicinais
(L1 etal., 2020).

Sdo varios os desafios que existem no estudo dos metabodlitos, principalmente em
vegetais. Jogawat et al. (2021) através de levantamentos bibliogréaficos, avaliram como o
estresse hidrico altera a quantidade de metabdlitos primarios e secundarios presentes em
culturas como arroz, trigo, milho e algod&o e apontam que o estresse hidrico resulta na producao
de espécies reativas de oxigénio, que inclui radicais livres, como superoxido, alcoxi e
hidroxilas, e ndo radicais como, oxigénio singleto e perdxido de hidrogénio, os qual séo tdxicos
e resultam na interrupcdo da homeostase celular por danificar proteinas, carboidratos e lipidios,
provocando altera¢6es na planta, como altura, desenvolvimento da raiz e o indice de area foliar.
Em outras palavras, as plantas biossintetizam metabélitos especializados para se adaptarem aos
estresses ambientais, sendo eles bioticos e abioticos (NAKABAYASHI; SAITO, 2015).

Dos Santos et al. (2013) avaliaram como a Jatropha curcas reage a climas distintos no
estado de Alagoas, sendo as regides do agreste com clima tropical semiarido e zona florestal
com clima tropical semiumido, no periodo de abril de 2006 a fevereiro de 2007, constando que,
as localizadas na zona florestal apresentaram melhor desempenho fotossintético, com menores
quedas nas taxas de fotossintese, condutancia estomatica e transpiracao.

Torna-se evidente que ao longo de um determinado periodo, sobre determinadas
condi¢Bes, uma espéecie pode produzir metabdlitos que ndo seriam perceptiveis sobre outras
condi¢des. Com isso a sazonalidade tem papel fundamental, estando diretamente ligada, a
quantificacdo desses compostos (SCOGINGS et al., 2015). Além disso, a0 compreender a
relacdo entre metabdlitos e resposta das plantas as condi¢cdes ambientais, estaremos dando o
primeiro passo para aplicar tal conhecimento em diversas areas, como por exemplo, na geracéo
de plantas com tolerancia a estresses abioticos (SHARMA et al., 2018), ou entender como 0s
mesmos metabdlitos responsaveis por aumentar o desempenho da producédo das plantas podem
se tornar perigosos e indesejaveis para o consumo humano (OLIVOTO et al., 2017).

Ibrahim e Jaafar (2012) citam fatores como temperatura, exposi¢cdo a luz, CO;
atmosférico e fornecimento de nutrientes como fatores que provocam influéncia nos niveis de
fenolicos totais e flavonoides. Dessa forma, mudancas nas temperaturas e aumento das
concentragdes de CO» atmosférico em decorréncia das mudancas climaticas podem afetar
diretamente o crescimento e a produtividade das plantas, problema que estaria diretamente
ligado com a qualidade e a quantidade dos metabdlitos secundarios como fendlicos totais,
flavonoides e taninos condensados (JAMLOKI et al., 2021).
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No estudo desenvolvido por Ibrahim e Jaafar (2012) sobre o impacto do diéxido de
carbono nos metabdlitos primarios e secundarios da espécie Elaeis guineenses foi constatado
que o aumento nos niveis de CO (considerando as concentra¢@es de 400, 800 e 1200 pmol
mol~t) provocaram um aumento de até 132% de flavonoides totais e 91% de fenélicos totais
nas folhas da espécie estudada. Naghiloo et al. (2012), ao estudar as variagdes dos fenolicos
totais em raizes, folhas e flores de Astragalus compactus Lam, constataram que as folhas
apresentaram maior quantidade de compostos fendlicos, principalmente em comparagdo com
as raizes, fator que pode estar ligado a exposicdo a radiacdo solar ja que os fendlicos sdo
produzidos como forma de reduzir a fotodestrui¢éo dos tecidos expostos. Isto corrobora com o
trabalho desenvolvido por Bach et al. (2018) sobre a importancia da qualidade da luz no
processo de produgdo de compostos fenolicos e carboidratos, no qual os autores expdem a
espécie Lachenalia sp a diferentes faixas de luz (brancas - 390-760 nm; vermelho 647-770 nm
e azul 450-492 nm) e constatando que em cada faixa ocorre variacdo na quantidade dos
metabolitos. Dessa forma torna-se evidente que a luz é um dos fatores que mais influenciam o
metabolismo de uma planta (BACH et al., 2018).

Portanto, é necessario que sejam desenvolvidas abordagens eficientes e inovadoras para
entender os metabdlitos secundarios e como os fatores ambientais alteram sua quantidade.
Afinal, para desenvolver produtos, como medicamentos, € necessario entender como as
condi¢Oes bioticas e abidticas como a temperatura e as secas provocam alteracdes na quantidade
desses compostos, sé assim sera possivel potencializar a produgdo de metabolitos secundarios
(SHARMA et al., 2018; JOGAWAT et al., 2021).

3.3.1 Fenois

Os fenois (Figura 4) e seus derivados sdo compostos de alto interesse comercial por
serem utilizados como matéria prima para uma série de aplicacdes, sendo utilizados na
fabricacdo de diversos produtos como plasticos, papel, corantes, pigmentos, adesivos e produtos
farmacéuticos (DAS; PRAVEEN; LOH, 2017). Eles também fazem parte de nossa alimentac&o,
sendo encontrados em frutas, legumes, vegetais, cha, vinho, café e outros, proporcionando
caracteristicas organolépticas a tais alimentos. (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU,
2021). Nas plantas desempenham papéis que estdo diretamente ligados a defesa e adaptacdes
como exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV), patégenos e outros predadores (ALARA,;
ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021). Além disso, desempenham papeis que sdo de
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consideravel importancia morfologica e fisiolégica como crescimento, desenvolvimento,
pigmentacdo, reproducdo, resisténcia, antioxidantes, acdes de eliminacdo de radicais livres e
muitas outras funcdes (MECHRI, et al., 2020).

De forma geral, a estrutura dos compostos fendlicos compreende um ou mais anéis
aromaticos, com uma ou mais hidroxilas como substituintes, variando de moléculas fenodlicas
simples (por exemplo, vanilina, acido galico, acido caféico) a compostos polifendlicos como
estilbenos, flavonoides e estruturas altamente polimerizados (BALASUNDRAM; SUNDRAM,;
SAMMAN, 2006; CHEYNIER, 2012). Os fenois representam um grande grupo de compostos
que podem ser divididos em cinco subgrupos, sendo eles, cumarinas, ligninas, flavonoides,
acidos fendlicos e taninos (OLIVOTO et al., 2017).

Figura 4 - Estrutura basica de um fenol

OH

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Os compostos fenolicos sdo metabdlitos secundarios encontrados em todas as plantas,
sendo alguns extremamente difundidos, enquanto outros sdo especificos de certas familias ou
encontrados apenas em certos 6rgaos ou em certos estagios de desenvolvimento, resultando em
mais de 8000 compostos conhecidos apenas do grupo dos flavonoides (CHEYNIER, 2012;
ZHANG et al., 2020).

Nos ultimos anos os compostos fendlicos tém sido alvo de varios estudos por estarem
ligados a diversas bioatividades, apresentando indicios que o consumo de alimentos com altas
concentracdes desses compostos podem reduzir o risco de doencas, sobretudo devido ao seu
potencial efeito antioxidante. (MOURA et al., 2021). Segundo Naghiloo et al. (2012) a
atividade antioxidante dos compostos fendlicos esta diretamente ligada as suas propriedades
redox que proporcionam a capacidade desses compostos atuarem como agentes redutores,
doadores de hidrogénio e supressores de oxigénio, além de atuarem como agentes
antibacterianos, anticarcinogénicos, antiinflamatérios, antivirais, antialérgicos, estrogénicos e

imunoestimulantes.
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Sabe-se que a sazonalidade € um dos fatores que levam a mudancas nas concentracfes
dos metabdlitos secundarios, podendo variar ao longo de um periodo (PACIFICO et al. 2015;
RIBEIRO et al. 2020; YAO et al. 2016). Assim, torna-se necessario estudos que relacionem o0s
fatores bioticos e abidticos a quantificacdes desses compostos. Sobre isso, Yao et al. (2016)
avaliaram as mudancas na concentracao de fendlicos totais em diferentes épocas da colheita da
espécie Pyrola incarnata, e os resultados demonstram que entre 0s meses de maio a agosto
ocorrem variag@es significativas na concentracdo desses compostos, concluindo que o més de
agosto é 0 més mais adequado para a colheita. Nesse caso, 0s autores atribuiram tal resultado
as elevadas temperaturas e baixas precipitacbes pluviométricas, fatores que podem estar
diretamente ligados as variacdes de metabdlitos nas plantas (YAO et al., 2016).

Outros trabalhos citam como a sazonalidade altera a quantidade de fendlicos nas plantas.
Mandim et al. (2021) ao estudar as variagdes sazonais no perfil dos compostos fenolicos na
especie Cynara cardunculus var. altilis coletadas no centro da Grécia em diferentes estagios de
maturacao, constataram que os compostos fendlicos apresentam alta concentracdo no estagio
inicial de maturidade, porém tendem a diminuir ao longo do processo de maturacdo. Ralepele
et al. (2021), ao investigar o efeito da sazonalidade sobre os compostos polifendlicos presentes
nas folhas da Moringa oleifera cultivadas na provincia de Gauteng (Africa do Sul), verificaram
que a concentracao de polifenois mais alta foi medida no outono, seguido pelo inverno, verao
e primavera, indicando que tais variacdes decorrem das respostas das folhas para neutralizar o
estresse ambiental sazonal, como temperatura, luz, precipitagédo e umidade. Ko et al. (2018)
estudaram como a sazonalidade altera o teor de compostos fenolicos nas folhas e caule de Sasa
quelpaertensis colhidos de maio a dezembro de 2015 no Monte Halla na Ilha de Jeju, Republica
da Coréia e verifica que as folhas continham compostos fenélicos em abundancia durante o
outono e inverno, ou seja, de outubro a dezembro, constatando também que essa é a melhor
época do ano para colheita, visto que, os compostos fendlicos se mantinham relativamente

constantes nesse periodo.

3.3.2 Flavonoides

Segundo Santos e Rodrigues (2017), os flavonoides representam um dos grupos de
compostos fenolicos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem natural,
apresentando propriedades antivirais, antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante e atividade

hormonal. Além dessas propriedades Lopes et al. (2010) destacam que os flavonoides
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apresentam efeito vasodilatador; acdo antialérgica; anti-hepatotoxica, antiulcerogénica; atuagdo
antiplaquetaria, bem como acgdes antimicrobianas. Eles também mencionam que alguns
flavonoides atuam na inibicdo da replicacdo viral do agente causador da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Pesquisas recentes também encontraram associagdes entre a
ingestdo alimentar de flavonoides e a saude 6ssea (WELCH; HARDCASTLE, 2014).

Apesar desses compostos apresentarem uma série de propriedades farmacoldgicas
importantes e benéficas para a saude, infelizmente na espécie humana ndo ocorre sua sintese.
Porém, eles estdo presentes em grandes propor¢des na dieta humana por meio de vegetais,
legumes, frutas, chéas de ervas e mel (LOPES et al., 2010). O vinho, por exemplo, apresenta alto
teor de flavonoides e tem sido recomendado por nutricionistas de destaque por sua influéncia
favoravel na saude cardiovascular (HAVSTEEN, 2002).

Basicamente os flavonoides sdo constituidos por trés anéis, 2 anéis de benzeno ligados
por um grupo pirano, apresentando 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, sendo
compostos fendlicos, que possuem na estrutura anéis aromaticos C6 -C3 - C6 (SILVA et al.,
2015; MAMEDE; PASTORE, 2004; LOPES et al., 2010). Porém, a estrutura dos flavonoides
pode sofrer varias modifica¢fes, como adicdo (ou reducdo) de grupos hidroxila, metilacdo de
grupos hidroxila ou do nucleo do flavonoide, metilagdo de grupos hidroxila na posicéo orto,
dimerizacdo, formacdo de bissulfatos, glicosilacdo de grupos hidroxila, entre outros
(CARTAYA E REYNALDO 2001; WILLIAMS; GRAYER, 2004). Além disso segundo
Williams e Grayer (2004), cada grupo hidroxila, como também alguns carbonos, podem ser
substituidos por uma variedade de acUcares diferentes, no qual, cada acglcar pode ser acilado
com uma variedade de &cidos fendlicos ou alifaticos diferentes, chegando a conclusao que o
namero de estruturas de flavonoides que sdo teoricamente possiveis é enorme.

S4o varias 0s compostos que estao inseridos dentro do grupo dos flavonoides, porém os
mais comuns sdo: antocianinas, flavonas, flavanois, auronas, chalconas, isoflavonas,
flavanonas, flavanonois, leucoantocianidinas, desoxiantocianidinas, antocianinas, catequina,
pterocarpano e rotenoide (CALEGARI, 2018; ARORA; ITANKAR, 2018; CAMPO
FERNANDEZ; CUESTA RUBIO; MARQUEZ HERNANDEZ, 2015). De forma geral, devido
a sua grande variabilidade os flavonoides sdo classificados em apenas quatro subgrupos,
caracterizados pelo grau de oxidacdo da cadeia de carbono, sendo eles, antocianinas, flavonas,
flavondis e isoflavonas (Figura 5) (OLIVOTO et al., 2017).



Figura 5 - Principais estruturas dos flavonoides
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Fonte: Adaptado de Campo Fernandez; Cuesta Rubio; Marquez Hernandez, 2015.

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios conhecidos por estarem ligados a promocao
da satde humana, uma vez que ha correcdo entre o acumulo de flavonoides e a atividade
antioxidante (HERNANDEZ, et al., 2009). Nas plantas, representam a principal classe de
compostos fendlicos e se tornam alvo de inimeros estudos por responderem facilmente a quase
todos os estresses bioticos ou abidticos, conferindo as plantas determinadas propriedades como,
pigmentacdo das flores, protecdo contra os raios UV, aléem de promoverem a atracao de agentes
polinizadores e dispersores de sementes (NAKABAYASHI; SAITO 2015; OLIVOTO et al.,
2017).

O teor de flavonoides nas plantas e vegetais sofrem variagdes que dependem inclusive
na parte da planta a ser analisada. Pérez-Gregorio (2010) ao avaliar o teor de flavonois nas
escamas das cebolas vermelhas e brancas, constatou que as escamas externas apresentam maior
quantidade de flavondis que as da parte interna, constatando que o envelhecimento das células
estaria diretamente ligado a quantidade desses compostos, fato que também pode ser explicado
ao considerar que os flavonoides possuem funcdo de proteger as células vegetais da luz
ultravioleta. Tal resultado corrobora os resultados encontrados por Duan et al. (2015) e Sagar,
Pareek e Gonzalez-Aguilar (2020), em que a casca da cebola apresentou maior quantidade de

flavonoides em relacdo ao seu interior, sendo indicado inclusive para o consumo, pois 0s
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flavonoides promovem beneficios a salde, como a reducdo do risco de doencas

cardiovasculares e cancer.

3.3.3 Taninos

Devido as suas propriedades bioquimicas e moleculares, os taninos sdo considerados
um dos grupos de metabolitos secundarios mais importantes na defesa das plantas, protegendo-
as contra herbivoros, micrébios patogénicos, insetos e animais, além de apresentarem atividade
antifungica e antiviral (YOSHIDA; HATANO; ITO, 2005; OLIVOTO et al., 2017). Possuem
uma série de aplicacBes, como 0 uso para curtir peles de animais para a producédo de couro, no
tingimento de 13, tinturas de cabelo pretos, no tratamento de queimaduras e febres, tratamento
de amigdalite, laringite, hemorroidas e problemas de pele, como também, sdo usados na
producdo de vinho e cerveja para melhorar a estabilidade coloidal e na industria farmacéutica
(CHOWDHURY et al., 2004). Na realidade, o proprio nome “tanino” vem da utilizagdo desses
materiais para o curtimento de peles para a producéo do couro (P1ZZ1, 2021).

Os taninos representam o quarto constituinte vegetal mais abundante depois da celulose,
hemicelulose e lignina (CHOWDHURY et al., 2004), sdo um grupo heterogéneo de
biomoléculas polifendlicas adstringentes que interagem e podem precipitar moléculas como
proteinas, polissacarideos e alcaloides (GIRARD; BEE, 2020), sendo normalmente
subdivididos em 2 grupos: taninos hidrolisaveis e condensados (ALARA; ABDURAHMAN;
UKAEGBU, 2021).

Os taninos hidrolisaveis (Figura 6) contém um nucleo de agucar (geralmente glicose),
em uma forma esterificada com acido galico (galotaninos) e acido elagico (elagitaninos) que
sdo prontamente hidrolisados por &cidos ou enzimas em produtos monoméricas (SHARMA,
2019; DAS et al., 2020). Sao encontrados em poucas espécies de plantas ocorrendo apenas em
angiospermas dicotileddneas (YOSHIDA; HATANO; ITO, 2005).

Os taninos condensados, também chamados de proantocianidinas sdo oligdmeros e
polimeros de unidades de flavan-3-ol (SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001),
compreendendo entdo, um grupo de polihidroxiflavan-3-ol ligados por ligacbes carbono-
carbono entre subunidades de flavanol (ROMANI et al. 2006), sendo comumente incluidos
nesse grupo catequina, epicatequina, galocatequina e epigalocatequina com as proporgdes
relativas diferindo entre os tipos de plantas (PENG et al., 2018).
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Figura 6 - Estrutura de um tanino hidrolisavel.

Fonte: Raja et al., 2014

Figura 7 - Unidades estruturais de taninos condensados (catequina - trans, epicatequina — Cis)
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Fonte: Adaptado de Norris et al., 2011

Os taninos condensados (Figura 7) provavelmente compreendem 0s compostos mais
comuns em plantas, sendo encontrados em samambaias e gimnospermas a angiospermas
(YOSHIDA; HATANO; ITO, 2005). Apresentam varios beneficios para a nutricdo e saude
humana e animal, se destacando devido seu potencial oxidante e apresentando atividades
antibacteriana, antiviral e de ligacdo de proteinas (SHI et al., 2020). Além disso, estudos
indicam a influéncia positiva da adicdo de tanino na dieta de ruminantes para reduzir a producéo
de metano no rumen provocada pela fermentacédo de alimentos ricos em proteinas, sendo alfafa
0 melhor exemplo (P1ZZ1, 2021).
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3.4 Quimiometria

A Quimiometria pode ser definida como uma subarea da Quimica que utiliza de métodos
estatisticos e matematicos multivariados para explicar dados quimicos (MATERO, 2010). E
uma técnica que tem sido amplamente utilizada em diversas areas, como qualidade dos
alimentos (DALIPI et al., 2018), biociéncias (SAIDEMBERG; BAPTISTA-SAIDEMBERG;
PALMA, 2011), petroleo (LOVATTI et al., 2019), industrias farmacéuticas (PANDA et al.,
2020) e identificacdo e quantificacdo de metabdlitos (DE MAGALHAES et al., 2020).

O primeiro artigo com o termo “quimiometria” foi publicado no ano de 1972 na revista
Kemisk Tidskrift pelo quimico Svante Wold. Porém, desde o final da década de 60, Jurs,
Kowalski, Isenhour e Reilly apresentaram um enfoque inovador sobre o tratamento de dados
quimicos utilizando métodos multivariados. Mais tarde, Kowalski e Wold tornaram-se 0s
fundadores da International Chemometric Society, cujo objetivo era viabilizar e consolidar o
uso da matematica e estatistica na area da quimica (FERREIRA, 2015).

A Quimiometria se destaca por usar uma abordagem ampla, que diferentemente da
abordagem classica (que se preocupa principalmente em entender quais fatores séo dominantes
ou despreziveis), busca agora fazer previsdes, reconhecer padrdes, realizar classificacdes,
quantificagdes, entre outros. (HEBERGER, 2008). Além disso, os instrumentos analiticos
atuais nos permitem produzir uma grande quantidade de informacdes para um grande nimero
de amostras que podem ser analisadas em um tempo curto utilizando quimiometria,
conseguindo extrair com eficiéncia 0 maximo de informaces Uteis dos dados (BERRUETA;
ALONSO-SALCES; HEBERGER, 2007).

A Quimiometria engloba analises qualitativas (reconhecimento de padrdes) e
quantitativas (calibragdo multivariada) que podem ser realizadas por metodos lineares ou ndo
lineares (BERRUETA; ALONSO-SALCES; HEBERGER, 2007; RIAHI et al., 2009). De
forma geral, o reconhecimento de padrdes supervisionados requer amostras devidamente
conhecidas para compor um conjunto de treinamento e a partir disso aplicar o modelo para a
identificacdo de amostras desconhecidas (TAHIR et al., 2021). Os métodos néo
supervisionados, por sua vez, ndo requerem categorias especificas de amostras, os padrdes ou
tendéncias entre as amostras sdo identificados sem informacBes prévias (ESTEKI,;
SHAHSAVARI; SIMAL-GANDARA, 2018), sendo essa técnica, comumente usada como uma
primeira etapa para monitorar um grupo de amostras (YAN et al., 2021).
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O método multivariado de regressdo linear possui o objetivo geral de quantificar a
relacdo entre varias variaveis independentes (ou preditoras) e uma variavel dependente,

podendo ser representado pela seguinte equacdo (ARKAN et al., 2010):
Y=g+ a1X] + ArXy + A3X3 +---+d X, + Equagdo (1)

Sendo n o numero de variaveis independentes, as... a, 0s coeficientes de regresséo, f é o erro e
y € a variavel dependente.

Os modelos de regressdo ndo-lineares sao baseados no conhecimento do tipo de relagao
entre as variaveis e geralmente sua escolha esta associada a conhecimento prévio sobre a relacédo
a ser modelada (ZEVIANI; RIBEIRO, 2013), na qual pelo menos um dos seus pardmetros nao
aparece de forma linear (MAZUCHELI; ACHCAR, 2012).

Quando se trata de produtos e extratos vegetais a variabilidade se torna um grande
desafio no estudo dessas espécies por condi¢Bes ja mencionadas anteriormente. Devido a isso,
varias técnicas computacionais associados a modelos de reconhecimento de padrbes e
regressdo, como a Andlise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component
Analysis), a Modelagem Independente e Flexivel por Analogia de Classe (SIMCA, do inglés
Soft Independent Modeling of Class Analagy) e a Regressdo por Minimos Quadrados Parciais
(PLS, do inglés Partial Least Squares) tém sido usados para identificacdo de espécies e
quantificacdo de metabolitos respectivamente.

A PCA ¢é um método ndo supervisionado que analisa intercorrelagdes entre muitas
varidveis para condensar os dados originais em um conjunto menor de fatores e
consequentemente melhorar a sua visualizagdo, com perda minima de informag6es (GARCIA,
2019; FORCHETTI, 2017). O SIMCA consiste em uma técnica de reconhecimento de padréo
supervisionado que assume que os valores medidos para um grupo de amostras parecidas
tenderdo para uma distribuicdo uniforme e modelavel (FERREIRA, 2015). Para isso, 0 modelo
faz uso da PCA para modelar a forma e posi¢do do objeto no espaco, utilizando um conjunto
de treinamento contendo amostras de todas as classes cuja a identidade de cada uma é
conhecida, apos isso, 0 modelo construido conseguira definir a qual classe cada amostra de teste
pertence (MELO, 2013). Por fim, o PLS apresenta-se como uma técnica multivariada
desenvolvida para realizar a regressao no caso de respostas multivariadas quando a

multicolinearidade, redundancia e ruido afetam os preditores, seu desempenho € normalmente
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comparavel ao de meétodos convencionais, como a cromatografia (COOK, 2021;
STOCCHERO, 2021).

3.4.1 Regressao por minimos quadrados parciais (PLS)

Idealizado por Herman Wold, a abordagem PLS teve suas origens em 1966, quando
Herman apresentou dois procedimentos interativos usando estimativa de minimos quadrados
(LS) para modelos de componentes Unicos e multicomponentes, com aplicacdo voltada para as
ciéncias sociais, em especial a economia. Porém foi apenas em 1977 que surgiu de fato o
algoritmo PLS, um algoritmo iterativo para encontrar variaveis latentes (MATEOS-
APARICIO, 2011).

Apesar de ser uma técnica recente, o PLS se destaca por ser uma técnica que relaciona
e combina recursos de analise de componentes principais e regressdo mdaltipla, tendo objetivo
de analisar ou prever um conjunto de variaveis dependentes, denominada matriz Y, a partir de
um conjunto de varidveis independentes, denominada matriz X, utilizando um conjunto de

fatores ortogonais chamados de variaveis latentes (ABDI, 2003), como ilustrado na Figura 8.

Figura 8 - Organizacdo matricial dos dados na construcdo do modelo PLS
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Fonte: Adaptado de Gomes, 2012.
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Na modelagem PLS, as matrizes X e Y sdo decompostas em um produto com duas
matrizes menores, mais uma matriz de erro, conforme as equacges abaixo (PEREIRA, 2020;
(GELADI, 1986).

X=TP' +Ex Equacio (2)
Y=UQ +Ey Equacdo (3)

Nas equacdes 2 e 3, P” e Q" correspondem aos pesos (do inglés loadings), T e U estdo
correlacionados com a matriz de escores (do inglés scores), Ex e Ey sdo as matrizes de erro de
X e Y respectivamente. Com isso, uma relacéo linear é estabelecida entre os escores de X e 0s

escores de .
U, = bk tk Equa(;éo 4)

onde by é o vetor dos coeficientes de regressao para cada um dos fatores.

Durante o processo de construcdo do modelo de regressdo multivariada, o conjunto de
amostras e dados sdo divididos em conjuntos de calibragéo, validagéo e predicdo. Os conjuntos
de calibracio e validagdo “treinam” o modelo com parametros que serdo usados posteriormente
na etapa de predicao.

Ap0s a definicdo dos parametros de regressdo e aplicacdo do método PLS, é necessario
avaliar o modelo. Para isso, sdo utilizadas as figuras de méritos: calculo do erro quadréatico
médio de calibracdo (RMSEC, do inglés root mean square error of calibration), erro quadratico
médio de predicdo (RMSEP, do inglés root mean square error of prediction), erro sistematico
(do inglés bias) e coeficiente de determinacdo (R?).

O RMSEC e RMSEP, séo calculados a partir do RMSE.

RMSE = \E iz (vi-9)? Equagéo (5)

com z predicdes, yi 0 valor medido e yi o valor predito pelo modelo. RMSEC quando os dados

se referem ao conjunto de calibragéo, e RMSEP quando s&o empregados os dados do conjunto
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de predicdo (DAMASCENO et al., 2015). De forma geral, o ideal é que 0 RMSEP apresente
valores menores que 0 RMSEC, embora isto nem sempre ocorra.

O erro sistematico (Bias) pode ser calculado por:

L(yi-yi)

bias = Equacdo (6)

sendo m a quantidade de objetos de calibragdo. Em uma situacdo ideal, o resultado da equagéo
6 deve ser zero, porém como os valores preditos também séo afetados por flutuacoes aleatorias
este valor deve estar proximo de zero (ALMEIDA, 2017).

Por fim, também podemos avaliar a qualidade de um modelo ajustando uma reta entre
o valor predito e o valor real ou de referéncia. Atraves desse método pode-se estimar alguns
parametros como coeficiente de determinacdo (R?), coeficiente angular e coeficiente linear. O
modelo é considerado ideal quando os valores de r? estdo préoximos a 1, o coeficiente angular
proximo a 1 e o coeficiente linear préximo a zero, entre outros (ROSSI; LOZANO, 2020;
ALMEIDA, 2017).

3.6 Espectroscopia no infravermelho.

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica com grande potencial e que tem sido
amplamente empregada em diversas areas das ciéncias, principalmente em andlises descritivas,
avaliacdo de adulteracbes e, em conjunto com métodos quimiométricos para anélises
quantitativas (BORBA; GOMEZ-ZAVAGLIA, 2022). A regido do infravermelho pode ser
dividida em proximo (NIR), médio (MIR) e distante (FIR) (Figura 9).

Figura 9 - Faixa de radiacdo eletromagnética
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Fonte: Adaptado de Aenugu et al., 2021.
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A radiacdo infravermelha ndo é suficientemente energéetica para causar transicoes
eletrbnicas, porém pode induzir transicdes nos estados vibracionais e rotacionais que estao
associado com o estado eletrénico fundamental da molécula (SKOOG et al., 2006).

O espectro NIR é uma consequéncia da absorcdo da luz devido as vibragdes moleculares
(sobretons, deformacGes angulares e combinacdes de vibragdes fundamentais) de ligagdes com
hidrogénio como C - H, N - H, O - H, grupos aromaticos e também grupos funcionais
importantes como os C-O, grupos carbonila, C-N, C-C, entre outros que sofrem estiramento
(LUYPAERT, MASSART, VANDER HEYDEN, 2007; GRANGEIRO JUNIOR, 2011). Essa
técnica mede a interacdo do material com a luz, que por sua vez é determinada pela vibragéo
das ligacdes quimicas, sendo considerado entdo um método espectroscépico vibracional que
esta proximo a regido do visivel (780 nm a 2500 nm) onde a maioria dos compostos organicos
(e alguns inorganicos) apresentam boas propriedades de refletancia ou transmissdo (AENUGU
etal., 2021).

A espectroscopia no infravermelho médio (MIR) é resultado da interacdo de fotons com
moléculas orgénicas e inorganicas por meio da excitacdo dos modos vibracional e rotacional,
fornecendo informacdes caracteristicas das espécies e que podem ser usados para desenvolver
métodos analiticos para a avaliacdo de diversas matrizes distintas (LOPEZ-LORENTEI;
MIZAIKOFF, 2016; CARBAS et al., 2020).

Na analise de compostos organicos, a espectroscopia no infravermelho oferece varias
vantagens, como alta resposta, ndo destruicdo da amostra, baixo custo analitico, ndo poluente e
requer pouca ou nenhuma preparacao da amostra (DE BRITO et al., 2022; BORBA; GOMEZ-
ZAVAGLIA, 2022). Devido a isso, a espectroscopia no infravermelho tem sido utilizada em
diversas aplicacGes em analises quimicas, como agricultura, anélise de solos e industrias, sendo
0 setor agricola o primeiro a fazer uso intensivo da espectroscopia NIR (SOUZA et al., 2017).

De forma geral, na espectroscopia, 0 espectro de uma amostra corresponde a soma dos
espectros dos constituintes multiplicados por suas concentrac0es, ou seja, existe uma relacao
direta entre uma propriedade de uma amostra e seu espectro, 0 que permite a quantificacdo de
seus constituintes. Esta relacdo pode ser estabelecida aplicando a lei de Lambert—Beer,
fornecendo entdo, uma relagdo entre absorbancia e concentragdo (WOLD; SIOSTROM;
ERIKSSON, 2001). Essa relagao pode ser construida por:

y=f) Equagdo (7)



38

onde y € a concentracdo desejada e o vetor x é o espectro. Dessa forma se a fungéo f (x) puder
ser encontrada, entdo a concentracdo pode ser calculada a partir do espectro medido da amostra
(GELADI, 2003).

A aplicacdo de técnicas quimiométricas juntamente com a espectroscopia no
infravermelho fornece uma ferramenta poderosa para desenvolver meétodos capazes de
classificar (GRASEL; FERRAO, 2016), caracterizar (PETRAKIS; POLISSIOU, 2017) ou

quantificar amostras (FRIZON et al., 2015) sendo aplicadas em diferentes pesquisas.

3.7 Meétodos espectroscopicos aliados a quimiometria para quantificacdo de metabdlitos
em produtos naturais.

No trabalho desenvolvido por Souza et al. (2017) foi possivel predizer teores de fenois
e flavonoides nas espécies Secale cereale L., Avena strigosa L. e Raphanus sativus utilizando
espectroscopia UV-Vis e NIR e métodos quimiométricos. Para isso, foram realizados pré-
processamentos, sendo suavizacdo por segunda derivada para a constru¢cdo do modelo de
fendlicos, e 12 derivada (Savitzky-Golay) e variacdo normal padrdo (SNV, do inglés standard
normal variation) para flavonoides totais, sendo obtidos modelos de predi¢cdo para compostos
fenolicos e flavonoides com erros (RMSEP) associados em média de 10%, havendo uma
excecdo para flavonoides em uma amostra que apresentou erro entre 22 e 32%. Os autores
associaram 0S maiores erros as menores concentracfes pois quaisquer erros obtidos nas
menores concentragdes sdo mais perceptiveis do que quando comparados com valores mais
altos.

Shi et al. (2012) utilizaram a espectroscopia NIR e o algoritmo PLS para determinar o
teor de flavonoides totais nas folhas de Ginkgo biloba em estagios diferentes. O teor de
flavonoides totais determinados pelo método de referéncia (espectroscopia UV-Vis) foi de 2,73
a 36,68 mg g . Para construcdo do modelo calibracdo utilizando o PLS foi empregado o pré-
processamento SNV. O primeiro modelo construido foi utilizado folhas verde, verde-amarelado
e amarelo, obtendo r? de calibracéo e predicdo de 0,77 e 0,67 respectivamente, RMSEC 4,22
mg g *(29,82%) e RMSEP de 5,58 mg g * (36,4%). O segundo modelo utilizando dados
espectrais apenas de folhas verde-amarelado e amarelo obtiveram r? de calibracdo e predicdo
de 0,80 e 0,72 respectivamente, RMSEC 3,13 mg g * (15,4%) e RMSEP de 3,51 mg g *
(16,07%).
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Carbas et al. (2020) compararam as espectroscopias NIR e MIR na determinagdo de
teores de taninos no feijao. Os teores de taninos totais apresentaram uma variabilidade de 0,17
a 1,77 g por 100 g. Os autores apresentam como melhores resultados no NIR, com R? de
calibracdo de 0,99, de validagdo de 0,91 e de predicao 0,700, além de erro residual da soma dos
quadrados de 0,700, enquanto no MIR, os melhores resultados foram obtidos com R?de 0,660
para a predicao, e 0,79 e 0,78 para a calibracéo e validacao, respectivamente, e erro residual de
0,660. Com isso, constatou-se que o modelo de regressdo PLS construido com os dados NIR
apresentam melhor desempenho.

Na pesquisa desenvolvida Fragoso et al. (2011), o teor de fenolicos totais e taninos
condensados foi determinado em uvas vermelhas através da espectroscopia no infravermelho
médio em conjuntos com o PLS. Para fenais totais, ao utilizar a regido espectral completa (979-
2989 cm™), sdo obtidos R? de calibracdo e validagdo de 0,976 e 0,946 respectivamente, 0
RMSEC foi calculado em 3,5% e o RMSEP em 4,5%. Para taninos condensados R? de
calibracdo foi 0,947 e validagdo 0,905, 0o RMSEC 5,7% e RMSEP 7.6% Com esses resultados
0s autores concluem que a espectrometria MIR combinada com calibragéo multivariada permite
uma determinac¢do simultaneamente rapida e precisa das concentrac@es de fendlicos e taninos.

Na pesquisa desenvolvida por Pascoa, Teixeira e Sousa (2019) foi determinado o teor
de fendlicos e flavonoides na Camellia japonica utilizando as espectroscopias de infravermelho
proximo e médio. Para fendis totais, utilizando a regido espectral no NIR foram obtidos R? de
calibracéo e predicéo de 0,95, 0 RMSEC igual 6,8% e 0 RMSEP 7,4%. No MIR foram obtidos
R? de calibracdo e predicédo de 0,91 e 0,89 respectivamente, 0o RMSEC igual 8,1% e 0 RMSEP
9,8%. Para flavonoides utilizando o NIR foram obtidos R? de calibracdo e predicédo de 0,95 e
0,93 respectivamente, RMSEC igual 7,8% e 0 RMSEP 8,3 %. No MIR foram obtidos R? de
calibracéo e predicdo de 0,93, RMSEC igual 8,5% e 0o RMSEP 9,0%. Os autores constaram que
os resultados obtidos indicam que os modelos PLS desenvolvido sdo aceitaveis para calibracao

para controle de qualidade.
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4 METODOLOGIA
4.1 Local da pesquisa

A aquisicao dos espectros das seivas de J. mollissima por Infravermelho Proximo (NIR)
e Médio (MIR) foi realizada no Laboratdrio de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais
do Nordeste — CERTBIO, que se localiza na Universidade Federal de Campina Grande —
UFCG. As quantificacbes por UV-vis foram realizadas no Laboratério de Sintese e Analise de
Materiais Avancgados (LabSAMA), enquanto os padrdes, solu¢des e modelos quimiométricos
foram realizados no Laboratério de Sintese Inorganica e Quimiometria (LabSiQ), ambos
localizados no complexo de laboratorios Prof. Edvaldo de Oliveira Alves (Mard) na
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). A atividade de acesso ao Patrimonio Genético foi
cadastrada no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos,
sob 0 nimero AD5B98B.

4.2 Preparo das amostras.

Para obtencdo do p6 da seiva bruta (SBP) das 36 amostras de Jatropha mollissima ( 12
coletas x 3 regides), parte da seiva foi congelada em um ultra freezer a -86 °C por 24 horas e
liofilizada por 72 horas, em seguida as amostras foram armazenadas em recipiente de vidro, o
qual foi identificado e lacrado com plastico filme, embrulhado com papel aluminio e
armazenado protegido da luz até as leituras no NIR. As leituras no MIR foram realizadas com

parte da amostra que néo foi liofilizada, na qual foi armazenada em ultra freezer a -86 °C.

4.3 Caracterizacao das regides de coleta das amostras de seiva da Jatropha mollissima.

As coletas foram realizadas durante o periodo de 12 meses (Nov/2020 — Out/2021). A
coleta da seiva bruta liquida (SBL) foi realizada provocando incisdes transversais no caule da
J. mollissima. obtendo a seiva por meio de gotejamento. Em seguida, foi filtrada com peneira
em aco inox (malha fina) e armazenada em seringas protegidas da luz, com temperatura
controlada para o transporte até o laboratério, onde foram transferidas para tubos falcon
identificados e armazenados em geladeira a 4°C.

A seiva de J. mollissima foi coletada de diferentes espécies selvagens de 2 regides
geograficas do estado da Paraiba (Sertdo e Agreste), em 3 localidades diferentes, cujo

coordenadas geograficas podem ser encontradas no Quadro 1.
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Quadro 1 - Locais de coleta da seiva.

Local da o Coordenadas .
coleta Referéncia Geogréficas Mesorregidao
Localidade | Sitio Valente, localizado na Lat 7°20° 18.29” S Agreste
A cidade de Boa Vista — PB Long 36°14° 17.11” O Paraibano
Localidade | Proximo a cidade de Campina Lat7° 14> 157 S Agreste
B Grande — PB Long 35° 50’ 59” O Paraibano
Localidade | Proximo a cidade de Cacimba de | Lat 7° 07 31” S Sertdo
C Areia—PB Long 37° 08’ 59” O Paraibano

Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

Para caracterizacdo das regies foram realizadas pesquisas bibliograficas em artigos e
sites governamentais, como o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 0 Servi¢o
Geoldgico do Brasil (CPRM), a Agéncia Executiva de Gest&o das Aguas do Estado da Paraiba
(AESA), o Centro de Previsdo de Tempo e Estudos Climaticos (CPTEC), Instituto Nacional de
Pesquisas Espaciais (INPE) e o Climate-Data.org. Com isso, foi possivel indicar fatores como

bioma, altitude, clima, indice pluviométrico e temperatura de cada uma das 3 areas estudadas.

4.4 ldentificacdo e quantificacdo dos metabdlitos

Os espectros no Infravermelho Proximo (NIR) e Médio (MIR) foram obtidos em um
Espectrometro FTIR Frontier da PerkinElmer com faixa de varredura de 8000-4000cm-t e 4000-
600 cm'! respectivamente, foram utilizadas 32 varreduras e resolugdo de 4 cm™.

As absorbancias na regido espectral UV-Vis foram registradas utilizando um
equipamento UV 1800 da marca Shimadzu com uma faixa de varredura entre 200nm a 1100
nm. Todas as leituras foram realizadas, em triplicata, utilizando uma Cubeta de quartzo

retangular de volume 3,5 mL, passo 10mm, com 4 faces polidas - modelo Q-204.
4.4.1 Polifenois
A quantificacdo de compostos fenolicos totais foi baseada na utilizacdo do reagente

Folin-Ciocalteu (CALABRIA et al., 2020), que em contato com polifenois ocorre a reducdo do

molibidenio (Mo®*) para estados de oxidagéo inferiores (Mo°*, Mo**), provocando mudanca da
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coloracdo do Folin-Ciocalteu do amarelo para o azul, sendo possivel ser avaliado a absorbancia
na faixa de 750 nm. Foram utilizados os seguintes reagentes: Folin Ciocalteu 50% em &agua
deionizada da marca Reatec, Carbonato de sddio 20% da marca Neon em agua deionizada (m/v)
e uma solucéo padréo de acido galico da marca Neon em agua deionizada a 100 pg mL.

Para a construcao da curva de calibracdo foram preparadas solucdes de acido géalico por
meio da diluicdo da solucdo padrdo, em baldes volumétricos de 10 mL nas concentraces de 1;
5; 10; 20; 30 e 40 ug mLt. Em tubos de ensaio foram distribuidos 1 mL da solugdo do reativo
Folin-Ciocalteau e em seguida acrescentado em cada tubo 1 mL do acido gélico, deixando-0s
em repouso por 2 minutos a temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados, em cada
tubo, 2 mL da solucédo de carbonato de sodio a 20%, deixando-0s em repouso por 10 minutos.

Ap0s essa etapa, foram realizadas as medidas da absorbancia em um equipamento UV
1800 da marca Shimadzu trabalhando em uma faixa de varredura entre 400 a 1100 nm, sendo
observado o comprimento de onda em 770 nm, selecionado previamente em varredura. O
equipamento foi zerado utilizando uma amostra de branco, na qual, o acido géalico foi
substituido por agua deionizada. Todas as medidas foram feitas em triplicada.

O preparo das amostras procedeu-se da seguinte forma: foram pesados 0,0010g (1mg)
das amostras de cada regido e diluidas com agua deionizada em bal6es volumétricos de 10 mL.
Inicialmente, algumas amostras apresentaram dificuldade de solubilizacdo em agua, sendo
necessario submeté-las em banho ultrassom em temperatura ambiente até a solubilizacdo da
amostra, para isso foi utilizado uma Cuba ultrassénica da marca Cristofoli. O preparo das
solucgdes das amostras para leitura no UV se deu de forma similar ao preparo das solugdes de
acido galico, porém com a substituicdo do acido pela solucdo de Jatropha mollissima a 100 pg
mL™.

As amostras foram separadas por més da coleta e as leituras foram realizadas de forma
aleatdria para cada uma das 3 regides. As leituras no UV foram realizadas sobre as mesmas
condi¢es da solucéo padréo de acido, sendo as concentracGes de polifenois obtidas em funcéo
da concentracdo equivalente de &cido galico (EGA). Todas as leituras foram realizadas em

triplicatas.

4.4.2 Flavonoides totais

Para a determinacéo de flavonoides a técnica de espectroscopia UV-Vis por meio do
método colorimétrico do Cloreto de Aluminio (MULLER et al., 2005; HAYAT et al., 2020) foi
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utilizada. As classes de flavonoides, podem ser caracterizadas através da anélise dos espectros
de absorcao caracteristicos no ultravioleta, determinados pelo nicleo comum da benzopirona,
com dois m&ximos de absor¢do: um ocorrendo entre 240 - 285 nm e outro entre 300 - 560 nm
(Perfeito, 2018; Gierschner et al., 2012). Para determinacdo de flavonoides foi utilizada a
metodologia proposta por Ordonez et al., (2006) com algumas alteracdes.

Para a analise de flavonoides foram utilizados os seguintes reagentes: metanol P.A da
marca Vetec, solucdo metanolica de cloreto de aluminio (AICI3) 2% da marca Neon e uma
solucdo padrédo de quercetina 31 pg.mL* da marca Sigma, em metanol.

Para a construcéo da curva de calibracéo foram preparadas solucdes quercetina por meio
da diluicdo da solucdo padrdo, em balbes volumétricos de 10 mL, nas concentracbes de 3,1;
6,2;9,3; 11,4; 15,5; 18,6; 21,7; 24,9; 28 e 31 ug mL*. Foram distribuidos, em tubos de ensaio,
3 mL da solucéo de cloreto de aluminio e, em seguida, acrescentado em cada tubo 3 mL de
quercetina, deixando-0s em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, foi realizada as medidas da absorbancia em um equipamento UV 1800 da
marca Shimadzu trabalhando em uma faixa de varredura entre 400 nm a 800 nm, sendo
observado o comprimento de onda em 445 nm, selecionado previamente em varredura. O
equipamento foi zerado utilizando uma amostra de branco, sendo a quercetina substituida por
metanol. Todas as amostras foram feitas em triplicada.

Para o preparo das amostras contendo a seiva da Jatropha mollissima foram pesados
0,0100g (10mg) das amostras de cada regido e diluidas com metanol em balbes volumétricos
de 10 mL. Algumas amostras apresentaram dificuldade de solubilizagdo em metanol, sendo
necessario submeté-las a banho ultrassom em temperatura ambiente, para isso foi utilizado uma
Cuba ultrassénica da marca Cristofoli. O preparo das solucbes contendo Jatropha para leitura
no UV se deu de forma similar ao preparo das solucdes de quercetina, porém, com a substituicdo
da quercetina, pela solugdo de Jatropha mollissima a 1000 pg mL™.

As amostras foram separadas por més da coleta e as leituras foram realizadas de forma
aleatoria para cada uma das 3 regides. As leituras no UV foram realizadas sobre as mesmas
condicdes da solucéo padrédo de quercetina, sendo as concentra¢des de flavonoides obtidas em
funcdo da concentracdo equivalente de quercetina (EQ). Todas as leituras foram realizadas em

triplicatas.
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4.4.3 Taninos condensados totais

Para a determinacdo da concentracao total de taninos condensados o método de vanilina-
Acido Cloridrico descrito por Palacios et al. (2021) foi utilizado. Nesse método ocorre a reagio
em meio &cido da vanilina com os taninos condensados onde sdo formados complexos que
proporcionam a solucdo uma coloracdo vermelho brilhante, sendo as absorbancias registrados
em comprimentos de onda préximos a 500 nm.

Para a andlise de taninos condensados foram utilizados os reagentes: metanol P.A.,
solugdo metandlica de vanilina 4% da marca Neon, acido cloridrico P.A. (HCI) da marca
Dinamica e uma solucéo padréo de catequina a 514 pug.mL*da marca Sigma em metanol.

Para a construcdo da curva de calibragéo foram preparadas solugdes catequina por meio
da diluicdo em metanol da solucéo padrédo, em baldes volumétricos de 10 mL, nas concentraces
de 10,28; 51,4; 102,8; 205,6; 308,4; 411,2; 514 pg.mL!. Foram distribuidos, em tubos de
ensaio, 3 mL da solucdo de vanilina e em seguida acrescentado em cada tubo 0,5 mL de
catequina. Ap6s homogeneizar a solugdo foram adicionados, em cada tubo, 1,5 mL de &cido
cloridrico deixando-os em repouso por 20 minutos, imersos em &gua a = 22°C.

Apos essa etapa, foi realizada as medidas da absorbancia em um equipamento UV 1800
da marca Shimadzu trabalhando em uma faixa de varredura entre 400 nm a 800 nm, sendo
observado o comprimento de onda em 500 nm, selecionado previamente em varredura. O
equipamento foi zerado utilizando uma amostra de branco, na qual, a catequina foi substituida
por metanol. Todas as amostras foram feitas em triplicada.

As amostras contendo a seiva da Jatropha molissima foram as mesmas preparadas para
0 estudo de flavonoides, apresentando massa de 0,0100g em 10mL de metanol. O preparo das
solugdes contendo Jatropha para leitura no UV se deu de forma similar ao preparo das solucgdes
de catequina, porém, com a substituicdo da catequina, pela solucdo de Jatropha molissima a
1000 pg.mL™,

As amostras foram separadas por més da coleta e as leituras foram realizadas de forma
aleatoria para cada uma das 3 regifes. As leituras no UV foram realizadas sobe as mesmas
condicdes da solugéo padrdo de catequina, sendo as concentracGes de taninos obtidas em funcéo
da concentracdo equivalente de catequina (EC). Todas as leituras foram realizadas em

triplicatas.
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4.5 Construcao dos modelos multivariados

A construgdo dos modelos de calibragcdo multivariada foi realizada utilizando os
espectros no Infravermelho Préximo e Médio. Para isso, o software MATLAB versdo
9.8.0.1302590 (R2020a) foi empregado em conjunto com o pacote PLS_Toolbox 9.0, que se
qualifica como uma ferramenta multivariada e de aprendizado para aplica¢fes quimiométricas,
com ela foi possivel realizar os pré-processamentos dos espectros e constru¢do dos modelos
PLS.

Para isto dividiu-se o conjunto dos 108 espectros (3 regides x 12 meses x 3 porgdes
distintas da seiva) em conjunto de calibracdo (70 espectros) e predicdo (38 espectros), a partir
do algoritmo SPXy (do inglés Sample set Partitioning based on joint X-y distances) (GALVAO
et al., 2005). A capacidade preditiva dos modelos foi avaliada a partir do conjunto de predicéo,
sendo observado o RMSEC, RMSEP, R?, bias e o desvio padréo calculado.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO
5.1 Avaliacao geografica e dos dados meteoroldgicos das regides estudadas

As informacdes referentes as caracterizagdes meteoroldgicas dos 3 locais de coleta em

relacdo ao bioma, altitude e clima podem ser visualizadas no quadro abaixo.

Quadro 2 - Caracteristicas Fisiograficas dos locais estudados

Cidade/Estado Bioma Altitude Clima

Boa Vista— PB Caatinga 493 metros Tropical Chuvoso
Cacimba de Areia — PB Caatinga 280 metros Semiérido
Campina Grande — PB Caatinga 551 metros Tropical Chuvoso

Fonte: IBGE (2019); CPRM/PRODEEM (2005)

No grafico 1 podemos visualizar as informac6es referentes ao indice pluviométrico
dos municipios no periodo de 01/11/2020 a 31/10/2021. No grafico 2 as médias histéricas de

temperatura das referidas regides.

Grafico 1 - Precipitacdo maxima dos municipios 01/11/2020 — 31/10/2021
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Grafico 2 - Médias historicas de temperatura das 3 regides
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Fonte: Adptado de Climate-Data

A partir dos dados fisiograficos e climaticos pode-se observar diferencas significativas
nas 3 regides de estudo, e como ja citado, a sazonalidade é um fator responsavel por alterar a
quantidade e presenca de metabolitos secundarios nas plantas. Dos Santos et al., (2013) ao
estudar as variacdes sazonais e as respostas bioquimicas da Jatropha curcas (sobretudo nos
niveis de agucares, aminodcidos solUveis e prolina) constata variagdes significativas na
concentragdo destes, principalmente entre as estacGes seca e chuvosa. Dessa forma podemos
constatar que o estresse hidrico pode ser considerado um fator importante ao analisar 0s
metabdlitos secundarios.

Ao analisarmos o grafico 2 podemos observar grandes variacGes pluviométricas, sendo
a maior no municipio de Cacimba de Areia, apresentando precipitacdo entre 0 mm e 150 mm,
no grafico 3 pode-se observar que as temperaturas médias historicas mais elevadas também séo
para esse municipio. Dessa forma, espera-se que a quantidade dos compostos fenolicos, taninos
e flavonoides também sejam afetados por essas variag@es, assim como € observado em outras
especies de plantas (KUMARI et al., 2022; LIAO et al.,, 2017; PINHEIRO et al., 2021;
HODAEI et al., 2018).
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5.2 Avaliacao das seivas coletadas em relacé@o a concentracdo dos metabdlitos estudados.

As seivas coletadas das trés localidades (A, B e C) durante os 12 meses, foram
analisadas quanto a concentracédo de taninos condensados, flavonoides e polifenois. Os valores
referentes a quantificacdo dos metabolitos para as trés regides ao longo do periodo de coleta
estdo descritos nos gréficos da figura 10.

Para calcular a quantidade de fendis foi usada a equacédo obtida a partir da curva de
calibracdo: Y = 0,0304x + 0,0152, R? = 0,9977. A quantidade de taninos foi definida a partir da
equacdo: Y = 0,0023x + 0,0357, R? = 0,9972. Para a quantificacdo de flavonoides foi usada a
equacao obtida a partir da curva de calibragdo: Y = 0,0461x - 0,0062, R? = 0,9973, em que Y
corresponde aos valores da absorbancia registrada em cada analise e X corresponde a

concentracdo experimental (ug mL™1) do metabdlito de interesse.

Figura 10 - Teor de Flavonoides, Taninos e Polifendis.
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De forma geral, o teor de taninos nas amostras foi superior aos demais metabolitos
estudados em todas as coletas. Na figura 10 pode-se observar que a varia¢do no teor de taninos
condensados nas amostras variou de 18,39 + 14,26 a 597,52 + 5,18 pg.mL™?, sendo o menor
valor registrado na regido C em abril de 2021, e o maior valor registrado na regido B em abril
de 2021, o valor médio da concentracdo de taninos foi de 364,51 + 9,77 pug.mL. J4 o teor de
flavonoides totais variou de 0,91 + 0,14 a 6,94 + 0,45 pug.mL, ambas para regido C em abril e
setembro de 2021 respectivamente, a média no teor de flavonoides foi de 3,18 + 0,20 pg.mL™.
O teor de polifenois variou de aproximadamente 0,03 + 0,48 a 55,17 + 0,34 pug,mL%, sendo o
menor valor registrado na regido C em agosto de 2021, e o maior valor na regido B em janeiro
de 2021, o teor médio foi de 23,25 + 0,28 pg.mL™.

Em relacéo aos taninos, a regido C apresentou 0S menores teores, exceto para 0S meses
de fevereiro, maio e outubro de 2021, onde se equiparam as outras regides de coleta. As regides
A e B tem valores similares de taninos ao longo dos meses de coleta. No entanto a regido B
tende a apresentar valores maiores que a regidao A. No més de fevereiro, o0s teores de taninos
sd80 muito proximos para as regifes A, B e C, com concentra¢des de aproximadamente 405,5;
365,8; 401 pg.mL ! respectivamente. J& 0 més de abril foi o que apresentou mais discrepancia
entre as 3 regides, apresentando os valores maximo (597 pg.mL - regido B) e minimo (18,4
ug.mL* regido C) de taninos entre todos as coletas estudadas.

Para a quantificacdo de flavonoides, pode-se observar que durante os meses de
dezembro de 2020, janeiro, fevereiro e margo de 2021 as amostras da regido A apresentaram 0s
maiores teores de flavonoides, com 6,57; 4,8; 4,95 e 5,42 pug.mL* respectivamente . J& para 0s
meses de abril, maio, junho, julho e setembro de 2021 a regido C tendeu a apresentar 0s maiores
teores, sendo 0 més de setembro de 2021 o que apresentou 0 maior teor durante o periodo
estudado. O més de dezembro de 2020 foi 0 més com maior teor de flavonoide para a regido A.
Ja a regido B exibiu as menores variagdes no teor de flavonoides, em comparacdo com as
regides A e C, apresentando concentracoes na faixa de 1,7 a 3,5 pg.mL™.

Em relacdo a quantificacdo dos polifenois, é possivel observar que a regido C apresentou
0S menores teores, sendo os valores mais baixos registrados nos meses de margo, abril e agosto
de 2021 com valores de 1,59; 0,20 e 0,03 pg.mL* respectivamente, além disso, os meses de
novembro e dezembro de 2020, janeiro e setembro de 2021, apresentaram grandes diferencas
em relacdo aos teores de polifenois se comparados com as regides A e B. Os meses de maio,
junho, julho e outubro de 2021 sdo caracterizados por valores similares para todas as regies

estudadas, enquanto o més de janeiro apresentou a maior variagdo entre as 3 regides, com 55,17
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ug.mL! para regido B e 10,48 pg.mL* para regido C. De formar geral, a regido B tendeu a
apresentar os maiores teores.

Entre os poucos trabalhos encontrados na literatura sobre a J. mollissima, temos o de
Dias et al., (2019), no qual ao estudar as folhas da J. mollissima foi encontrado um teor de
fenois totais no extrato metanodlico de 245,12 ug EGA mg™. De Queiroz Neto et al., (2019) ao
realizar a caracterizacdo quimica da seiva da J. mollissima encontra teores diferentes de
fenolicos totais por diferentes métodos, para o extrato aquoso o teor de fenois foi 0,82 ug EGA
g, extrato hidroalcoolico 45,68 ug EGA g, extrato etanolico 50,0 ug EGA ge seiva bruta
58,07 ug EGA mg™.

Trabalhos sobre a quantificacdo de metabolitos secundarios em outras plantas do género
Jatropha também apresentam diferentes resultados, como por exemplo, a pesquisa
desenvolvida por Honoré, Bayoi e Darman (2022), que ao realizar a analise quantitativa de
fenolicos nas folhas da Jatropha gossypifolia em extrato hidroetanélico encontram um teor de
polifenois de 21,3 mgEGA.g %, flavonoides 12,53 mg EQ g ! e taninos condensados 7,13 mg
EC g 1. Dubey, Rajhams e Mankad (2020) estimam o teor de fenois totais e flavonoides de
Jatropha gossypiifolia (L.) em diferentes partes da planta, nas folhas o teor de fenois totais
(TPC) foi de 0,357 mg g enquanto o de flavonoides (TFC) foi de 0,21 mg g%, o contetido de
fendlicos totais e flavonoides totais da flor foi calculado como 0,54 e 0,086 mg ¢
respectivamente, enquanto nos frutos foi calculado um TPC de 0,30 e TFC de 0,13 mg g™

Os resultados em temos de concentracdo de metabdlitos encontrados nesse trabalho e
na literatura tendem a ser diferentes, visto que, como ja citado e constatado, o teor de
metabolitos em uma espécie sobre variacdes de acordo com os fatores na qual a espécie esta

inserida.
5.3 Estudo dos espectros NIR e MID das seivas da Jatropha mollissima.

A caracterizacdo da seiva entre os meses de novembro de 2020 e outubro de 2021
utilizando a espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) foram registrados na regido de
4002 a 8000 cm™. Na figura 11 é possivel visualizar os espectros NIR de todas as amostras
coletadas durante o periodo de estudo. Os espectros separados por més da coleta e regido podem

ser visualizados no anexo A.
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Figura 11 - Espectros NIR brutos de todas as amostras
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

As amostras apresentaram espectros NIR semelhantes, com aparecimento de bandas em
regides entre 7000 — 6800 cmt; 6090 — 5650 cmt; 5400 — 4950 cm™; 5400 — 4950 cm-t; 4900
— 4484 cm; 4468 — 4160 cm™. Na literatura é possivel encontrar autores que citam bandas
préximas as encontradas como regiGes que podem ser atribuidas a presenca de compostos
fenolicos como flavonoides e taninos condensados, séo elas 7067 - 6614 cm™, 6061 - 5714 cm-
15115 - 4914 cm e 5000 - 4000 cm* (TOLEDO-MARTIN et al., 2018; DYKES et al., 2014;
MENEZES, MARDER, COSTA, 2013). Segundo Menezes et al. (2014), bandas entre 4450 e
4300 cm?, podem ser atribuidos a fenois devido as vibragcdes de estiramento C-H, e a
deformacdo C-H que ocorrem entre 4648 e 4046 cm:, além disso a regido entre 4476 e 4370
cm! pode ser atribuida ao grupo funcional -OH presente em compostos fendlicos, como
taninos, e/ou a combinagdo de vibracGes de estiramento C-H e deformacdo C-H. Além disso,
regides entre 6090 e 5775 cm ! corresponde aos grupos CHz e CH3, bandas em torno de 5350
podem ser atribuidas ao grupo carbonila, sendo a vibracdo do grupo carbonila e as vibracfes
CH e CH; (7000 — 6800 cm™) causadas por compostos fenélicos, alcaloides, proteinas, acidos
e compostos aromaticos (CARVALHO et al., 2021, AENUGU et al., 2021).

A caracterizacdo da seiva utilizando a Espectroscopia no infravermelho médio (MIR)
para todas as amostras de seiva bruta coletadas durante os 12 meses foram registrados na regido
de 600 a 4000 cm™. A figura 12 mostra os espectros MID brutos de todas as amostras. Os

espectros separadores por més da coleta podem ser visualizados no anexo B.
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Figura 12 - Espectros MIR brutos de todas as amostras
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2021.

A presenca da banda de —~OH entre 3400-3300 cm-! se destaca. Além disso, a banda em
1439 cm! esta associada ao estiramento do grupo —C—N de amidas primarias (Aung et al., 2008;
Silverstein et al., 2014). As bandas presentes entre 1440-1280 cm™ podem estar associadas a
fendis na seiva e as vibragdes em 1439 e 1371 cm™* podem ser consequéncia da interagéo entre
a deformacdo do —OH com o grupo —C-O em fendis (Ribeiro e Souza, 2007; Silverstein et al.,
2014; Aung et al., 2008). A banda de vibragdo em 1603 cm est4 relacionada ao estiramento
do grupo C=C ou C=0 de amidas, indicando a presenca de aminoacidos ou provaveis
deformacdes no anel aromatico de flavonoides (Kuzniarz, 2014; Wang et al., 2021). A vibracao
em 1523 cm! é caracteristica do estiramento da banda —NH pertencente ao grupo de amidas
secundarias e da deformacdo de C=C pertencente também a anéis aromaticos de flavonoides
(MOT, SILAGHI-DUMITRESCU, SARBU 2011; Aung et al., 2008). As vibragdes no
intervalo de 1250-1060 cm sdo comumente relacionadas ao estiramento do grupo -C-O-C,
que pode ser associado a saponinas, fendis, éteres aromaticos, alcoois e polidis, como

flavonoides e hidroxiflavonoides (Almutairi e Ali, 2015; Oliveira et al., 2016).



53

5.4 Modelos de calibracdo multivariada para a quantificacdo de metabolitos.

Apls a quantificacdo dos metabdlitos secundarios, foram construidos modelos de
calibracdo multivariada utilizando o PLS, com o objetivo de predizer a concentragdo dos
flavonoides, taninos e polifenois nas amostras da seiva coletadas da J. molissima. Para
construcdo dos modelos por regressdo em minimos quadrados parciais (PLS), o conjunto de
dados foi dividido em calibracéo e predicdo. Foram testados diversos pré-processamentos para
cada metabolito estudado, com o intuido de remover ou minimizar caracteristicas espectrais
ndo relacionadas ao problema de interesse. Os dados referentes a alguns dos pré-
processamentos testados para as quantificacbes de flavonoides no infravermelho médio e

infravermelho proximo podem ser encontrados no anexo C.

5.4.1 Quantificacdo multivariada de flavonoides nas seivas da Jatropha molissima.

Para a construcdo do modelo para a quantificacdo de flavonoides nas seivas utilizando
os espectros MIR (PLS-flav-MIR) o pré-processamento que apresentou melhor resultado foi a
suavizacdo com polinémio Savitzky-Golay com janela de 31 pontos e polindmio de 22 ordem
mais Correcdo de dispersdo multiplicativa (MSC - Multiplicative Scatter Correction), sendo
retirada do modelo trés amostras que aparecem como outlier. Na figura 13 podemos visualizar

0 espectro apos o pré-processamento e na figura 14 os graficos das ferramentas de validacéo.

Figura 13 - Espectros MIR pé-processados para quantificacdo de flavonoides.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Figura 14 - Ferramentas de validacao para o modelo PLS-flav-MIR.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Na figura 14 o grafico T? de Hotelling vs Q residual (1) ndo apresenta amostras
andmalas, ou seja, amostras com alto residuo e alta influéncia, o que é confirmado pelo grafico
de leverage (2). No grafico de scores (4), todas as amostras se encontram dentro da elipse de
confianca. O gréafico 14 - 3 mostra os valores medidos vs os valores preditos para a concentracdo
de flavonoides nas amostras estudadas.

J& para 0 modelo construido com os espectros no infravermelho proximo (PLS-flav-
NIR), o melhor pré-processamento foi a 22 derivada com polinémio de ordem 2 e janela de 31
pontos, sendo identificada e excluida do modelo uma area ruidosa entre 8000 e 6010cm™ e 5
amostras que foram identificadas como outliers. Na figura 15 podemos visualizar o espectro

apos o pré-processamento e na figura 16 os gréficos das ferramentas de validacéo.
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Figura 15 - Espectros NIR pré-processados para quantificacdo de flavonoides.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Figura 16 - Ferramentas de validacdo para o modelo PLS-flav-NIR.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Na figura 16 o grafico T? de Hotelling vs Q residual (1) ndo indica amostras anémalas,
ou seja, com valores altos de T? de Hotelling e Q residual de forma simultanea, o que é
confirmado pelo gréfico de leverage (2), onde todas as amostras estdo dentro dos limiares
aceitaveis. O gréfico de scores (4), indica que duas amostras estdo fora da elipse de confianca,
porém, ao retira-las do modelo ndo foram obtidos melhores resultados, com isso foram

mantidas. O grafico 16 - 3 mostram os valores medidos vs os valores preditos.
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Os modelos foram construidos e validados de acordo com as ferramentas apresentadas
nos graficos da figura 14 e 16. A performance dos modelos para quantificacdo de flavonoides
foi avaliada de acordo com a sua capacidade preditiva representada pelas figuras de mérito
listadas na tabela 1, que compara os modelos construidos com os espectros MIR e NIR brutos

e pre-processados.

Tabela 1 - Figuras de mérito para os modelos PLS-flav-MIR e PLS-flav-NIR

Metabolito Dados Brutos Dados Pre-processados
RMSEC (ug.mL™) 0,6408 (20,0%) 0,7618 (23,2%)
Flavonoides RMSEV (ug.mL™?) 0,8034 (25,0%) 1,0943 (33,3%)
(MIR) RMSEP (ug.mL) 0,8180 (26,1%) 0,7593 (25,0%)
r? (calibragéo) 0,806 0,72
r? (predicéo) 0,617 0,62
VL 7 7
Bias de predicdo (ug.mL™?) 0,2887 0,1937
RMSEC (ug.mL-%) 1,3434 (41,1%) 0,8006 (24,5%)
Flavonoides RMSEV (ug.mL™?) 1,4379 (43,9%) 1,3153 (40,0%)
(NIR) RMSEP (ug.mL) 1,3088 (43,2%) 0,9400 (31,0%)
r? (calibragéo) 0,139 0,694
r? (predicéo) 0,072 0,434
VL 4 7
Bias de predicdo (ug.mL™Y) 0,0789 0,4372

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Comparando os dados MIR e NIR é possivel observar que os modelos construidos com
os dados espectrais no infravermelho médio apresentam uma melhor performance preditiva, em
comparacdo com os dados no infravermelho proximo, apresentando RMSEC de 23,2%;
RMSEP 33,3% e r*d jgual a 0,62. Os resultados obtidos a partir dos espectros NIR foram
ligeiramente superiores, apresentando RMSEP igual a 31% e r? de predicéo 0,43. Os valores de

RMSE encontrados nesse trabalho estdo de acordo com os encontrados para flavonoides em
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baixa concentracdo na pesquisa de Souza et al. (2017), no qual o RMSEP calculado foi de 22 a
32% para amostras com teores entre 1,5 a 9,0 mg g*. No presente trabalho, a faixa de
concentracdes para flavonoides foi de 0,91 + 0,14 a 6,94+ 0,45 pg.mL™, como discutido
anteriormente. A quantidade de variaveis latentes (VL) utilizadas para a construcdo de ambos

0s modelos esta relacionada a natureza complexa da amostra.

5.4.2 Quantificacdo multivariada de taninos nas seivas da Jatropha molissima.

Para 0 modelo destinado a quantificagdo de taninos utilizando os espectros MIR (PLS-
tan-MIR), o pré-processamento que apresentou melhor resultado foi suavizagcdo com polindmio
Savitzky-Golay com janela de 15 pontos e polinbmio de 22 ordem mais normalizacéo por escala
de variagdo normal padrdo (SNV). Na figura 17 podemos visualizar o espectro apds o pré-
processamento e na figura 18 os graficos das ferramentas de validacdo. No anexo C encontram-

se alguns pré-processamentos testados para construcao do modelo PLS para taninos.

Figura 17 - Espectros MIR pré-processamentos para quantificacdo de taninos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Figura 18 - Ferramentas de validacéo para o modelo PLS-tan-MIR.

2 2 : : . -
8 I " ) T
=] | |
= ® 1 | 2r 5] ) |
a15F o ] A 2
8 | e ® o @ I
3 ] )
s I T ' e & \
° o
1% o I 2 of g 5o oo t
g e i T Bl e 1 & o, .y ) |
2 ° & ° I 511 @ \
3 & g e o (]
o | (4 |
v (=) >2F
205 P I I
2 o °) | ) — . ——— -
0 (5] -
3 2% ® o® 0o o : 1
5 ; ’ i ; i | i i i
0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 0 0.05 0.1 0.15 0.2 025 0.3
Hotelling T2 Reduced (p=0.950) (89.92%) Leverage
600 - . .
60 e T i
e S ! D
500 ) = 40} 5 P %
° (9 ° V4 e ! o0 ® = ! b
a0} o % S 200 ®e®” g0 % 4
£ Py /ﬂ ® = og 4 1
3 300 ® 3 e T a7 "*‘;—GWw ----------- ™
a ) /
> & (<] 3 20 \ » @ » le @ £ 1
200F o " % N le B
~ |
@ @ o 40 = © -
L, s g™ 1 ot
= ° 3 6ok . g | I 4
0 . - s - . . . . (ol . . . .
0 100 200 300 400 500 600 100 -80 60 40 -20 0 20 40 60 80 100
Y Measured 1 Scores on LV 1 (40.77%)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Para o modelo construido com os espectros no infravermelho proximo (PLS-tan_NIR),
um dos processamentos que se destacou a foi suavizagdo com polindmio Savitzky-Golay com
janela de 31 pontos e polindmio de 12 ordem, seguido de correcdo da linha de base por minimos
quadrados ponderados automaticamente, ordem=2 (Automatic Weighted Least Squares,
order=2). Na figura 19 podemos visualizar o espectro ap0s o pré-processamento e na figura 20

os graficos das ferramentas de validag&o.

Figura 19 - Espectros NIR pré-processados para quantificacdo de taninos.
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Figura 20 - Ferramentas de validacao para o0 modelo PLS-tan-NIR.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Os modelos construidos no MIR e NIR para taninos ndo apresentaram amostras
andmalas, conforme observado nos graficos de T2 de Hotelling vs Q residual representando nas
figuras 18-1 e 20-1. Também podemos confirmar a inexisténcia de amostras com alto residuo
e alta influéncia de forma simultanea nos graficos de leverage, indicado nas figuras 18-2 e 20-
2. Em ambos os gréaficos de scores (figura 18-4 e figura 20-4) podem ser observados duas
amostras fora do limite da elipse de confianga, poréem como em nenhum dos gréaficos foi
constatado a presenca de outliers, as amostras nao foram retiradas do modelo. Os gréficos 18-
3 e 20- 3 mostram os valores medidos vs os valores preditos.

Na tabela 2 é possivel visualizar as figuras de mérito para os modelos construidos no
MIR e NIR para quantificacdo de taninos. Nela é avaliada a performance dos modelos de acordo
com a sua capacidade preditiva representada pelas figuras de mérito, na qual se tem a
comparacdo entre os modelos construidos com os espectros brutos e pré-processados no MIR e
NIR. Os modelos foram construidos e validados de acordo com as ferramentas apresentadas

nos gréaficos das figuras 18 e 20.
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Tabela 2 - Figuras de mérito para os modelos PLS-tan-MIR e PLS-tan-NIR.

Metabolito Dados Brutos Dados Pré-processados
RMSEC (ug.mL™) 63,7285 (16,42%) 59,3707 (15,3%)
Taninos  RMSEV (ug.mL-%) 89,4305 (23,05%) 88,9332 (23%)
(MIR) RMSEP (ug.mL1) 63,9474 (19,9%) 64,973 (21%)
r? (calibragéo) 0,814 0,838
r? (predicéo) 0,861 0,854
VL 7 7
Bias de predicdo (ug.mL™Y) 13,20 11,72
RMSEC (ug.mL-%) 69,6752 (17,7%) 41,651 (10,6%)
Taninos  RMSEV (ug.mL"Y) 80,9433 (20,6%) 59,780 (15,2%)
(NIR) RMSEP (ug.mL1) 80,0187 (25,7%) 54,280 (17,4%)
r? (calibracéo) 0,747 0,910
r? (predicdo) 0,832 0,910
VL 5 7
Bias de predicdo (ug.mL™Y) 28,0366 9,1634

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

A partir dos dados apresentados na tabela 2, podemos afirmar o modelo construido a
partir dos dados espectrais NIR apresenta uma capacidade preditiva superior ao construido com
os dados MIR. O modelo construido a partir dos espectros no infravermelho médio apresenta
r? de calibracdo e predicdo maiores que 0,8, com erro quadratico médio de calibracdo e de
predicdo de 15,3% e 21% respectivamente, da concentragdo de taninos nas amostras. Em
relacdo ao modelo construido a partir dos dados espectrais NIR foram observados, r? de
calibracdo e predicdo igual a 0,91, RMSEC 10,6% e RMSEP de 17,4%. A faixa de concentracdo
de taninos utilizada neste trabalho foi de 18,39 + 14,26 a 597,52 + 5,18 pg.mL1. Os RMSEP
obtidos neste trabalho s&o superiores aos encontrados para a determinacao de taninos em uvas

por Fragoso et al. (2011).
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5.4.3 Quantificagcdo multivariada de fenois totais nas seivas da Jatropha molissima.

Para o modelo construido com os espectros MIR (PLS-fen-MIR) um dos pré-

processamentos que se destacou foi a normalizagdo para o comprimento da unidade (2 norm,

comprimento =1). Na figura 21 podemos visualizar o espectro ap6s o0 pré-processamento e na

figura 22 os graficos das ferramentas de validagdo. No anexo C encontram-se alguns pré-

processamentos testados para construcao do modelo PLS para polifenois.
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Figura 21 - Espectros MIR pré-processados para quantificacdo de polifendis.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Figura 22 - Ferramentas de validacdo para 0 modelo PLS-fen-MIR.

o

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Hotelling T*2 Reduced (p=0.950) (95.71%)

0.1 0.2

Y Measured 1

Scores on LV 2 (30.95%}

Y Stdnt Residual 1

50

-50

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, -7
|
&8 2
|
° <]
°
° o _ge_ % ° !
® @ 1
e @4 |
®e |
@ |
® |
,,,,, e e e e e e e g
|
C n s .\ L L L
0 0.05 0.1 0.15 0.2 025 0.3
Leverage
e e
s | S
o & S
; | o AN
d %o
/ QIO@B \
\
{ostcipe vy may oy v gy i q IETNETNRTAS. . PN (ST NS PNEVNETHETNE PRETY, T
2 T
\ b e
\ %o Q),oo 3
® g /
S ° . | e 5
= | -
\_7\ 7_7”:70_7'_4 - 4
100 -80 60 -40  -20 0 20 40 60 80 100

Scores on LV 1 (40.62%)

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.



62

Ja para 0 modelo construido com os dados NIR (PLS-fen-NIR) um dos processamentos
que se destacou foi 0 uso da 1° derivada utilizando um polindmio de ordem 1 e janela de 15
pontos, sendo retirado do modelo a area entre 8000 e 6020 cm™ por apresentar alto ruido. Na
figura 23 podemos visualizar o espectro apds o pré-processamento e na figura 24 os graficos
das ferramentas de validagéo.

Figura 23 - Espectros NIR pré-processados para quantificacdo de polifenois.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

Figura 24 - Ferramentas de validacdo para 0 modelo PLS-fen-NIR.
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Nas figuras 22-1 e 24-1 séo apresentados os graficos de T2 de Hotelling vs Q residual
para polifenois. A partir destas podemos afirmar que ndo ha amostras anémalas, ou seja com
altos valores de T2 de hotellin e Q residual de forma simultanea. O que é confirmado pelo
grafico de leverage (22-2 e 24-2), onde todas as amostras estdo dentro dos limiares aceitaveis e
pelo grafico 22-4 e 24-4, onde todas as amostras se encontram dentro da elipse de confianca.
Os graficos 22-3 e 24-3 mostram os valores medidos vs o0s valores previstos.

Na tabela 3 encontram-se as figuras de mérito para os modelos construidos, como
também, sdo apresentados os valores dos dados brutos e comparados com os dados pré-
processados. A performance do modelo foi avaliada de acordo com sua capacidade preditiva
representada pelas figuras de mérito. Os modelos foram construidos e validados de acordo com

as ferramentas apresentadas nos graficos das figuras 22 e 24.

Tabela 3 - Figuras de mérito para os modelos PLS-fen-MIR e PLS-fen-NIR.

Metabdlito Dados Brutos Dados Pré-processados
RMSEC (ug.mL-%) 6,2858 (27,2%) 5,080 (22,0%)
Polifenois RMSEV (ug.mL%) 7,6805 (33,3%) 6,9905 (30,0%)
(MIR) RMSEP (ug.mL™?) 7,3225 (31,0%) 6,7838 (28,7%)
r? (calibragéo) 0,702 0,806
r> (predicéo) 0,773 0,791
VL 5 7
Bias de predicdo (ug.mL™?) -0,45179 -0,72198
RMSEC (pg.mL) 8,521 (34,9%) 4,8898 (20,0%)
Polifencis  RMSEV (ug.mL) 9,4814 (38,9%) 8,4042 (34,5%)
(NIR) RMSEP (pg.mL) 8,0769 (38,0%) 5,8728 (27,6%)
r? (calibracéo) 0,517 0,841
r? (predigdo) 0,611 0,794
VL 4 7
Bias de predicdo (ug.mL™?) -0,17916 -0,0511

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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Os modelos construidos com base nos espectros NIR pré-processados mostram uma
melhora significante dos resultados quando comparados com os dados brutos, tendo r? de
calibracdo 0,8410; predi¢cdo 0,7940; RMSEC e RMSEP de aproximadamente 20% e 28%,
respectivamente. O modelo construido utilizando os espectros MIR pre-processados apresenta
r? de calibragéo e predicdo de 0,8060 e 0,7910 respectivamente, RMSEC 22% e RMSEP 29%.
Para ambos 0s modelos foram usadas 7 varidveis latentes para sua construcdo. A faixa de
concentracdo de polifendis utilizada no presente trabalho foi de 0,03 + 0,48 a 55,17 + 0,34
ug,mLL.

A tabela 4 traz o resumo das figuras de mérito dos modelos PLS construidos com o0s
espectros MIR e NIR para os metabolitos estudados. Para o metabdlito flavonoide o modelo
que apresentou o menor RMSEP foi o PLS-fla-MIR. Ja para taninos e fendis totais os modelos
construidos com os espectros NIR (PLS-tan-NIR e PLS-fen-NIR) apresentaram as melhores
capacidades preditivas. Todos os modelos utilizaram 7 variaveis latentes para sua construgéo e
tem capacidade preditiva comparavel em termos de erro de predicéo.

Os resultados obtidos indicam semelhancas com os obtidos na literatura para
quantificacdo de taninos, flavonoides e polifendis utilizando espectros infravermelho e

calibracdo multivariada. Mesmo que nao tenham sido aplicados para 0 mesmo tipo de amostra.
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Tabela 4 - Figuras de mérito dos modelos PLS — MIR e NIR para taninos, flavonoides e polifenois

flavMIR PLS-fla-MIR  flavNIR PLS-fla-NIR taninosMIR PLS-tan-MIR taninosNIR PLS-tan-NIR  polifenoisMIR PLS-fen-MIR  polifenoisNIR PLS-fen-NIR

Dados Dados Dados Dados

Dados . Dados 3 Dados ) Dados ] Dados Dados Pré- Dados Dados Pré-
Brutos Pl Brutos Pre- Brutos Pl Brutos Pre- Brutos rocessados Brutos rocessados
processados processados processados processados P P
RMSEC 0,6408 0,7618 1,3434 0,8006 63,7285 59,3707 69,6752 41,651 6,2285 5,08 8,521 4,8898
RMSEV 0,8034 1,094 1,4379 1,3153 89,4305 88,9332 80,9433 59,7806 7,6680 6,9905 9,4481 8,4042
RMSEP 0,8180 0,7593 1,3088 0,9400 63,9474 64,973 80,0187 54,280 7,3322 6,7838 8,0076 5,8728
r2eal 0,806 0,72 0,139 0,694 0,814 0,838 0,747 0,910 0,702 0,806 0,517 0,841
p2pred 0,617 0,62 0,072 0,434 0,861 0,854 0,832 0,910 0,773 0,791 0,611 0,794
VL 7 7 4 7 7 7 5 7 5 7 4 7

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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6 CONCLUSOES

A concentracdo dos metabolitos analisados, taninos, flavonoides e polifendis totais, nas
seivas de Jatropha mollisima variou de acordo com a regido de coleta. Notou-se que a regido
C tendeu a apresentar 0s menores teores de taninos e polifendis totais para a maioria dos meses
estudados, fato que pode estar ligado as condicGes climéticas e geograficas da regido, tendo em
vista que durante o periodo de estudo o municipio de Cacimba de Areia apresentou diferencgas
expressivas tanto nos indices pluviométricos como também nos indices de temperatura, além
disso é a Unica inserida na regido do sertdo paraibano. Em relagdo a flavonoides, notou-se perfis
similares entre as regides, sendo 0s maiores teores registrados em dezembro de 2020 (para a
regido A) e setembro 2021 (para a regido C).

A andlise dos espectros NIR e MIR mostram a presenca de bandas de absorcéo entre
7000 e 4100 cm™, e 4000 a 600 cm™ respectivamente, que indicam a presenca de compostos
organicos, como fendlicos, flavonoides e taninos. Além disso, pode-se observar perfis
espectrais similares entre as amostras de cada regido coletada em cada més.

Néao foram encontrados na literatura pesquisas que indicassem a quantificacdo de
polifenois, flavonoides e taninos, utilizando a espectroscopia no infravermelho e calibragdo
multivariada para a espécie Jatropha mollisima. Devido a isso, as figuras de mérito (RMSEC,
RMSEP e r?) foram comparadas com pesquisas desenvolvidas para outras espécies.

Para flavonoides a melhor capacidade preditiva foi atingida pelo modelo construido com
os dados MIR (RMSEP=23%) e foram comparaveis com 0s obtidos na literatura.

Para taninos e fenois os melhores modelos foram construidos com os dados NIR, que
foram ligeiramente superiores aos obtidos na literatura.

Em relagdo ao método proposto para a quantificagdo destes metabolitos, podemos
afirmar que o uso da espectroscopia aliada a métodos quimiométricos de calibracdo
multivariada apresenta-se como uma alternativa aos métodos convencionais utilizados na
determinacdo dos bioativos, apresentando qualidades como por exemplo, a analise direta na
seiva bruta, diminui¢do do uso de reagentes quimicos e padrfes analiticos, rapidez e precisao.
No entanto, devido a complexidade das amostras os erros obtidos foram em geral superiores a
10%.
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ANEXO C — Pre-processamentos testados no MIR e NIR para quantificacdo de
flavonoides, taninos e polifenois.

MIR - Flavonoides

Pré-processamentos

Figuras de Smoorthing ord 1 Smoorthing ord 215 | Smoorthing ord 231 | smoorthing ord 2 31
N 3 pontos; pontos; pontos;
mérito 15pontos; SNV SNV .
Autoscale ' ' MSC (Mean);
Autoscale Autoscale Autoscale
RMSEC 0,76 0,68 0,75 0,65
RMSEP 0,82 0,94 0,94 0,96
R? (calibrag&o) 0,72 0,77 0,73 0,79
R (predicao) 0,67 0,54 0,54 0,52
VL 7 6 6 7
Bias de predicdo 0,29 0,23 0,24 0,23
Outliers 1 0 0 0
. Smoorthing ord 2 31 i
. Smoorthing ord 1 ontgos Smoorthing 0rd 115 | g6 orthing ord 2 31
Figuras de 15 pontos: pontos, pontos; ontos:
mérito MSC; Normalize (2 norm, | - Normalize (1 norm, aEtoscaie
Autoscale length 1) area 1)
RMSEC 0,78 0,67 0,89 0,92
RMSEP 0,94 0,73 0,77 0,91
R? (calibragdo) 0,70 0,78 0,62 0,59
R? (predigéo) 0,54 0,71 0,68 0,56
VL 6 7 6 5
Bias de predicdo 0,25 0,17 0,19 0,24
Outliers 0 1 1 1
NIR - Flavonoides
. 0 i _ i . .
Figuras de Baseline ord 2 1° derivada — poli 1 de“VzadiS poliord | 10 derivada — poll
Smoothing ord1 ord 2, 15 p, » 9P ord 2, 15 p;
mérito 15p autoscale normalize &rea 1; 0SC:
autoscale autoscale autoscale
RMSEC 0,98 0,38 0,35 0,29
RMSEP 1,34 1,134 1,10 1,08
R? (calibragdo) 0,539 0,928 0,93 0,95
R? (predicéo) 0,132 0,363 0,373 0,42
VL 7 8 8 8
Bias de predicdo 0,1886 0,03 -0,027 0,018
Outliers 1 1 0 0
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) Smoothing ord 2, hi q Smoothing ord 1, ) )
Figuras de 31p; Smoothing ord 1, 15p; 2° derivada — poli
mérito SNV; autloi?:éle MSC (mean) ord2,31p,
autoscale autoscale autoscale
RMSEC 1,04 1,34 1,07 0,26
RMSEP 1,15 1,30 1,32 1,12
R? (calibragdo) 0,48 0,13 0,45 0,96
R? (predicéo) 0,296 0,071 0,12 0,40
VL 6 4 6 9
Bias de predicdo 0,21 0,08 0,20 -0,08
Outliers 2 0 1 2
MIR - Taninos
Figuras de Smoothing ord 2, Smoothing ord 1, @ n(lj\lr(r)r:rialhlzeen th Smoothing ord 2,
- 15p; SNV; 15p; SNV; _ g 31p; SNV,
merito =1)
Autoscale Autoscale Autoscale
Autoscale
RMSEC 59,37 63,75 63,10 63,03
RMSEP 64,9 67,25 66,11 67,07
R? (calibragdo) 0,83 0,81 0,81 0,81
R? (predicéo) 0,85 0,84 0,85 0,84
VL 7 7 7 7
Bias de predicédo 11,72 13,05 14,9 13,09
Outliers 0 0 2 0
. Basenine (AWLS) Smoothing ord 1, . .
Figurasde | smoothing ord 1 15p Smoothing ord 1, 15p | Smoothing ord 1,
) " | Normalize (1 norm MSC (Mean) 15
mérito 15p -1 p
autoscale area =1) Autoscale Autoscale
Autoscale
RMSEC 56,36 69,75 64,23 77,33
RMSEP 71,19 74,77 69,27 74,10
R? (calibragdo) 0,85 0,77 0,81 0,72
R? (predigéo) 0,83 0,81 0,83 0,82
VL 8 7 7 6
Bias de predicdo 19,79 17,21 12,81 19,27
Outliers 0 2 0 2
NIR — Taninos
. . . 1° derivada ord 2
o] 4]
Figuras de 1° derivada ord 2 ! der.|vada qrd 2 1° derivada qrd 2 win win 15pt;
. win 15pt; win 15pt; Lopt, normalize (1 norm
mérito ' OSC; SNV; — 1
autoscale area =1);
autoscale autoscale
autoscale
RMSEC 24,04 27,21 26,08 15,89
RMSEP 68,17 67,44 65,40 67,61
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R? (calibragdo) 0,97 0,96 0,96 0,98
R? (predicao) 0,85 0,85 0,86 0,85
VL 6 4 6 7
Bias de predicdo 15,22 4,5 11,2 10,9
Outliers 0 0 0 0
Figuras de 1° der_ivada qrd 2 _ SNV; . 1 derivada o.rd 1 win 1° der_ivada qrd 2
win 31pt; 1 derivada ord 2 win 15pt; win 15pt;
meérito SNV; 15pt; SNV; SNV;
autoscale autoscale autoscale autoscale
RMSEC 24,65 21,89 21,89 26,08
RMSEP 64,34 64,36 64,36 65,40
R? (calibragdo) 0,96 0,97 0,97 0,96
R (predicao) 0,87 0,87 0,87 0,86
VL 8 6 6 6
Bias de predicéo 11,17 10,50 10,50 11,28
Outliers 0 0 0 0
MIR - polifenois
Smoothing orde 2, |\ malize (2 norm, Smoothing ord'L, 19 Smoothing ord 1, 15
15 p; SNV; length =1) Normalize (2 norm, p
autoscale autoscale length =1) SNV
autoscale autoscale
RMSEC 4,64 5,08 5,76 5,26
RMSEP 7,06 6,78 7,21 7,10
R? (calibragdo) 0,83 0,806 0,75 0,79
R? (predicéo) 0,76 0,79 0,76 0,77
VL 8 7 7 7
Bias de predicdo -0,71 -0,72 -1,08 -1,04
Outliers 0 0 0 0
i Smoothing ord 2, MSC Baseline ord 2
Figuras de 3lp Smoothing ord 2, 31 Baseline ord 2 Smoothing ord 1, 15
mérito SNV p autoscale p
autoscale autoscale autoscale
RMSEC 5,22 6,83 4,42 4,52
RMSEP 7,12 7,76 7,61 7,63
R? (calibracio) 0,79 0,64 0,85 0,84
R? (predicéo) 0,77 0,73 0,72 0,718
VL 7 6 7 8
Bias de predicédo -0,98 -0,41 -0,56 -0,21
Outliers 0 0 0 0

NIR - polifenois
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1 derivada, ord 2,

Figuras de 1 derivada, ord 2, 15pt, Smoothing ord 1, 15 | Smoothing ord 1, 31
mérito 15pt, autoscale. SNV p; SNV; autoscale p; SNV; autoscale
autoscale.

RMSEC 2,64 2,06 6,21 6,46

RMSEP 5,67 6,03 6,74 6,74

R? (calibragdo) 0,95 0,97 0,74 0,72

R? (predicéo) 0,81 0,79 0,72 0,72
VL 6 6 7 7

Bias de predicdo -0,31 -0,50 0,03 0,03
Outliers 0 0 0 0

Figuras de Smgfth_'g?\ﬁ;q 2, Baseline (AWLS); Balilec:lrrrfai'ibz\\e{vlL'S); Smoothing ord 1, 15
meérito P, ' SNV; autoscale ' p; MSC; autoscale
autoscale autoscale

RMSEC 6,15 5,26 5,38 6,91

RMSEP 6,75 6,32 6,51 7,39

R? (calibragéo) 0,74 0,81 0,80 0,68

R? (predigéo) 0,72 0,76 0,74 0,67
VL 7 6 6 5

Bias de predicéo 0,02 -0,33 -0,24 -0,03
Outliers 0 0 0 0

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.
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