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RESUMO 

 

As plantas medicinais e fitoterápicos são importantes fontes de tratamento a saúde, 
principalmente em países subdesenvolvidos. Consequentemente, torna-se essencial 
o controle de qualidade destes produtos, visando garantir sua segurança e eficácia. 
Entre as plantas medicinais utilizadas tradicionalmente pela população, têm-se as 
espécies de Baccharis (seção Caulopterae), conhecidas popularmente como 
“carqueja”. No entanto, somente B. trimera é reconhecida pelas agências de saúde 
por possuir propriedades medicinais. A alta similaridade morfológica desta com outras 
da mesma seção tem dificultado a identificação até mesmo para taxonomistas. Dessa 
forma, este trabalho teve como objetivo aplicar a técnica de RMN HR-MAS aliada à 
quimiometria na determinação da autenticidade de amostras comerciais de “carqueja”, 
bem como, discriminar as amostras de B. trimera das outras espécies da seção, 
contribuindo para quimiotaxonomia do gênero Baccharis. Para isso, espectros de 
RMN HR-MAS de 1H de amostras de referência de Baccharis (B. articulata – 26; B. 
junciformis – 10; B. milleflora – 9; B. myriocephala – 26 e B. trimera – 27) foram 
adquiridos em duplicata e utilizados para a determinação da autenticidade de 
amostras comerciais de carqueja (26 amostras) associado à análises quimiométricas 
(PCA, PLS-DA e SIMCA). A PCA permitiu discriminar B. trimera e B. myriocephala das 
demais espécies, principalmente pela presença do acetato de carquejila. Já estas 
duas espécies não foram discriminadas entre si, indicando que são quimicamente 
semelhantes e poderiam ser utilizadas para fins medicinais desde que testes 
biológicos sejam realizados com B. myriocephala. A aplicação de métodos de 
classificação para avaliar a autenticidade das amostras comerciais revelou que se 
tratavam de espécies de Baccharis. No entanto, apenas 11% das amostras comerciais 
foram classificadas como B. trimera ou B. myriocephala. Os modelos PLS-DA 
mostraram melhores resultados com uma capacidade de reconhecimento de 100% 
das amostras de validação externa, exceto para o modelo da B. trimera (96%), 
enquanto o SIMCA possibilitou uma capacidade preditiva de 71,43%. Assim como os 
modelos PLS-DA, 100% das amostras comerciais não foram classificadas como B. 
trimera no SIMCA, espécie recomendada pela Farmacopeia Brasileira e presente na 
RENISUS. Em resumo, este trabalho contribuiu para destacar as vantagens da 
aplicação da RMN HR-MAS associada à PCA, PLS-DA e SIMCA na discriminação e 
classificação de amostras de referência e comerciais de Baccharis, de forma a 
contribuir na autenticidade de ervas medicinais e fornecimento de subsídios para 
correta classificação taxonômica, considerando a composição química através dos 
dados de RMN HR-MAS, contribuindo assim para quimiotaxonomia do gênero 
Baccharis. 
 
Palavras-chave: Baccharis. Autenticidade. Controle de Qualidade. RMN HR-MAS. 

Análises Quimiométricas. 
 
 



 
 

ABSTRACT  

 

Medicinal plants and herbal medicines are important sources of health treatment, 
especially in underdeveloped countries. Consequently, the quality control of these 
products is essential, in order to guarantee their safety and efficacy. Among the 
medicinal plants traditionally used by the population are the species of Baccharis 
(section Caulopterae), popularly known as "carqueja". However, only B. trimera is 
recognized by health agencies by having medicinal properties. The high morphological 
similarity of this with others of the same section has made it difficult to identify even by 
taxonomists. Thus, the objective of this work was to apply the HR-MAS NMR technique 
combined with chemometrics to determine the authenticity of commercial samples of 
“carqueja”, as well as discriminating the B. trimera samples from other species of the 
section, contributing to chemotaxonomy of the genus Baccharis. For this, HR-MAS 
NMR spectra of reference samples of Baccharis (B. articulata - 26, B. junciformis - 10, 
B. milleflora - 9, B. myriocephala - 26 and B. trimera - 27) were acquired in duplicate 
and used for the determination of the authenticity of commercial samples of “carqueja” 
(26 samples) associated to the chemometric analysis (PCA, PLS-DA and SIMCA). The 
PCA allowed to discriminate B. trimera and B. myriocephala from other species, mainly 
due to the presence of carquejyl acetate. These two species have not been 
discriminated against each other, indicating that they are chemically similar and could 
be used for medicinal purposes, if biological tests are performed with B. myriocephala. 
The application of classification methods to evaluate the authenticity of the commercial 
samples revealed that they were Baccharis species. However, only 11% of the 
commercial samples were classified as B. trimera or B. myriocephala. The PLS-DA 
models showed better results with a 100% recognition capability of the external 
validation samples, except for the B. trimera model (96%), while SIMCA provided a 
predictive capacity of 71.43%. Like a PLS-DA models, 100% of commercial samples 
were not classified as B. trimera in SIMCA, species recommended by the Brazilian 
Pharmacopoeia and found in the RENISUS. In summary, this work contributed to 
highlight the advantages of applying HR-MAS NMR associated with PCA, PLS-DA and 
SIMCA in discriminating and classifying reference and commercial samples of 
Baccharis, in order to contribute to the authenticity of medicinal herbal and supply of 
subsidies for correct taxonomic classification, considering the chemical composition 
through HR-MAS NMR data, thereby aiding the chemotaxonomy of the genus 
Baccharis. 
 
Keywords: Baccharis. Authenticity. Quality Control. HR-MAS NMR. Chemometric 

Analyses. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

As plantas medicinais são fontes de moléculas com extraordinário potencial 

terapêutico e desempenham um papel importante no desenvolvimento de novos 

medicamentos. O Acheflan®, por exemplo, foi o primeiro fitomedicamento brasileiro a 

ser produzido a partir do óleo essencial de erva-baleeira (Cordia verbenacea DC.), 

tendo em sua composição de 2,3 a 2,9% de α-humuleno, e sendo indicado para o 

tratamento de tendinite crônica e dores miofasciais (QUISPE-CONDORI et al., 2008). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 88% da população 

mundial utiliza plantas medicinais para o tratamento de doenças (OLIVEIRA et al., 

2011). Nos países em desenvolvimento, essa prática é ainda mais efetiva em virtude 

do baixo poder aquisitivo da população, aliada a falta de acesso a medicamentos 

industrializados e ao contexto cultural de cada país (OLIVEIRA et al., 2010; JEELANI 

et al., 2018). No Brasil, estudos apontam que 66% da população não tem acesso aos 

medicamentos industrializados (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012). 

Segundo DUTRA et al. (2016), embora o Brasil apresente abundante 

biodiversidade e grande interesse no uso da medicina tradicional, o mercado brasileiro 

de fitoterápicos ainda é considerado muito modesto, movimentando no ano de 2014 

em torno de US$ 261 milhões, representando somente menos de 5% do mercado 

global de medicamentos no Brasil, estimados em cerca de US$ 28 bilhões no mesmo 

ano. No entanto, o mercado global de produtos fitoterápicos está projetado para atingir 

US$ 115 bilhões até 2020, com a Europa liderando o mercado (RACLARIU et al., 

2018).  

Ao contrário dos medicamentos alopáticos que são submetidos a um processo 

rigoroso de controle de qualidade, os medicamentos fitoterápicos são produzidos 

empregando matérias-primas vegetais que dependem da correta identificação 

botânica. Além disso, são matrizes e formulações complexas, resultante de várias 

etapas de processamento. Este fato torna desafiadora a identificação e autenticação 

de suas matérias-primas utilizando somente características organolépticas, 

morfológicas ou microscópicas (KHAN; SMILLIE, 2012).  

Os metabólitos secundários das plantas são propensos a variabilidade de 

fatores como idade, sazonalidade, latitude, altitude, condições do solo e herbivoria, 

com influência de marcadores químicos medidos em diferentes lotes de material 

vegetal bruto. Esta complexidade de fatores reflete na qualidade do produto 
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fitoterápico final (ZHANG et al., 2012). Dessa forma, cuidados são necessários ao 

determinar o método analítico a ser empregado para análises de autenticação e 

controle de qualidade desses produtos (RACLARIU et al., 2017). 

A popularidade das plantas medicinais e dos fitoterápicos está relacionada 

com a preocupação dos consumidores com a saúde, fatores culturais e a crença de 

que estes são naturais e, portanto, seguros (LYNCH; BERRY, 2007). Em decorrência 

disso, um crescente número de irregularidades envolvendo estes produtos tem 

chamado atenção, resultando em impacto direto em sua eficácia e segurança 

(HEINRICH, 2015; LEONTI; CASU, 2013). Dessa maneira, avaliar sua segurança, 

efeitos farmacológicos e eficácia requer uma abordagem científica multidisciplinar 

(ATANASOV et al., 2015). 

No Brasil, existem duas políticas atuais que favorecem a disseminação e uso 

de plantas medicinais e fitoterápicos, a saber, a Política Nacional de Práticas 

Integrativas e Complementares no SUS (PNPIC) e a Política Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos (PNPMF), por meio da Portaria 971/2006 do Ministério da 

Saúde e do Decreto Federal 5813/2006, respectivamente (BRASIL, 2006; BRASIL, 

2006a). O objetivo dessas políticas consiste em promover pesquisas com plantas 

medicinais e fitoterápicos com adequado grau de qualidade, segurança e eficácia para 

posterior uso pela população, bem como contribuir no desenvolvimento da cadeia 

produtiva e indústria nacional (BRASIL, 2016; CARVALHO et al., 2014). 

Além disso, em 2009, o Ministério da Saúde lançou a Relação Nacional de 

Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS), 

apresentando 71 espécies de plantas medicinais propensas à geração de fitoterápicos 

para futuro uso no SUS, concentrando esforços na comprovação de eficácia e 

segurança das mesmas (BRASIL, 2009; MAZZARI; PRIETRO, 2014). Dentre as 

espécies listadas na RENISUS, encontra-se Baccharis trimera (Less.) DC. 

(Asteraceae), popularmente conhecida como “carqueja” e descrita na 5ª Edição da 

Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2009; ANVISA, 2010).  

Uma característica morfoanatômica da B. trimera reside na presença de 

cladódios e caule com expansões laterais folhosas, conhecidos como caules alados. 

Tal particularidade confere similaridade morfológica com outras espécies da seção 

Caulopterae (Baccharis articulata (Lam.) Pers., Baccharis junciformis DC., Baccharis 

milleflora DC., Baccharis myriocephala DC., entre outras), acarretando na coleta 

errônea da planta pela população tradicional e ervateiros, além de oferecer dificuldade 
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de identificação das espécies morfologicamente semelhantes para especialistas 

(HEIDEN et al., 2009; SCHNEIDER; BOLDRINI, 2011).  

Nas últimas décadas, iniciativas foram tomadas não só para melhorar a 

qualidade das plantas medicinais e seus produtos, como também para desenvolver 

métodos analíticos adequados e confiáveis para auxiliar nesse processo. Atualmente, 

as técnicas espectroscópicas associadas à quimiometria são os métodos mais 

reconhecidos na avaliação e controle de qualidade de muitos produtos à base de 

plantas (GAD et al., 2012). 

Nesse contexto, é importante a avaliação da autenticidade de B. trimera, de 

forma que o produto comercializado tenha sua segurança e eficácia comprovada. 

Dessa forma, a obtenção de perfis espectrais pode fornecer uma abordagem 

qualitativa abrangente para fins de autenticação de espécies, avaliação de qualidade, 

eficácia e segurança de plantas medicinais e fitoterápicos, devido à complexidade e 

ação sinérgica da composição química desses produtos. 

 

 

1.1 O GÊNERO Baccharis 

 

O gênero Baccharis pertence à família Asteraceae e apresenta 

aproximadamente 500 espécies distribuídas exclusivamente no continente americano 

(HEIDEN; PIRANI, 2016). Destas, 179 foram catalogadas no Paraná, tornando este 

Estado um dos principais núcleos de biodiversidade de Baccharis no Brasil (FLORA 

DO BRASIL, 2018). 

Embora exista um elevado número de publicações sobre este gênero, existem 

grandes controvérsias sobre a nomenclatura correta e sinonímias de suas espécies, 

uma vez que a identificação botânica oferece dificuldade até mesmo para 

especialistas, principalmente em relação à seção Caulopterae, caracterizadas 

principalmente pela presença de caules alados ou cladódios que desempenham a 

função da folha (Figura 1 – Pág. 30) (BUDEL et al., 2009; CAMPOS et al., 2016). 
Nesta seção, 32 espécies ocorrem na América do Sul, das quais 23 são 

encontradas no Brasil (SCHNEIDER, 2009). Estas plantas são popularmente 

conhecidas como “carqueja”, e na língua guarani são chamadas de “djakare ruguai” e 

“tedju ruguai”, que significa “cauda de lagarto”, devido à semelhança dos caules 
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Fonte: FUNEZ, L. A. Disponível em: 
https://sites.google.com/site/biodiversidadecatarinense/plantae/magnoliophy
ta/asteraceae/baccharis-crispa 

alados das plantas desta seção com a cauda desse animal (FARMACOPEIA 

BRASILEIRA, 1926). 

Dentre as espécies encontradas no Brasil, B. articulata (sinonímia: Baccharis 

gaudichaniana DC.), Baccharis microcephala (Less.) DC., Baccharis crispa Spreng. 

(sinonímia: B. trimera), Baccharis pentaptera Baker. (sinonímia: Baccharis 

stenocephala Baker.) e B. junciformis (sinonímia: Baccharis usterii Heering.) são 

amplamente utilizadas pela população para o tratamento de problemas digestivos, 

inflamatórios, hepáticos e auxílio na perda de peso, sendo usadas 

indiscriminadamente devido à grande semelhança morfológica (ALONSO; 

DESMARCHELIER, 2006; BUDEL et al., 2009; SCHNEIDER, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1 –Espécie Baccharis trimera evidenciando os cladódios (caule alado). 

 

 

 

HEIDEN et al. (2009) destacaram as espécies B. myriocephala, B. articulata, 

B. milleflora e B. junciformis como similares a B. trimera. A dificuldade de identificação 

e similaridade morfológica das espécies da seção Caulopterae demonstram a 

importância de avaliar a autenticidade de B. trimera, uma vez que é a única espécie 

incluída na RENISUS e na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2009, ANVISA, 2010). 

Nesse contexto, o desenvolvimento de metodologias direcionados a avaliar a 

autenticidade de B. trimera por meio dos perfis espectrais é extremamente importante 

para assegurar a qualidade da planta medicinal comercializada, bem como, 
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reconhecer diferenças químicas entre espécies morfologicamente semelhantes, além 

de contribuir para a quimiotaxonomia do gênero. 

As espécies de Baccharis também são relevantes economicamente, sendo 

utilizadas como plantas ornamentais, na apicultura, na indústria de perfumaria e 

cosméticos. Entretanto, algumas se apresentam como pragas, sendo tóxicas para o 

gado, como por exemplo, Baccharis coridifolia DC. (QUEIROGA et al., 1990; RISSI et 

al., 2005; HEIDEN et al., 2006). 

Diversas espécies de Baccharis apresentam usos na medicina tradicional 

para o tratamento de ferimentos, úlceras, febre, doenças gastrintestinais, como 

diurético e analgésico (ANDRIÃO et al., 2010). Assim como atividades biológicas 

comprovadas, a exemplo de atividade anti-inflamatória (DOS SANTOS et al., 2010; 

NOGUEIRA et al., 2011; ZALEWSKI et al., 2011) antioxidante (SOBRINHO et al., 

2016; SABIR et al., 2017; VEIGA et al., 2017), citotóxica (JARAMILLO-GARCIA et al., 

2018; PEREIRA et al., 2017), antimicrobiana (KURDELAS et al., 2012; SOBRINHO et 

al., 2016; VEIGA et al., 2017), alelopática (CESPEDES et al., 2002; XAVIER et al., 

2012), leishmanicida (SILVA FILHO et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2014; MOREIRA 

et al., 2014) e tripanocida (SILVA FILHO et al., 2004; GRECCO et al., 2012a). 

Estas atividades podem ser atribuídas à presença de constituintes químicos 

de classes distintas, como flavonoides, ácidos fenólicos e terpenoides, justificando a 

utilização de inúmeras espécies de Baccharis na medicina popular para o tratamento 

de várias doenças (VERDI et al., 2005; CAMPOS et al., 2016). 

A literatura recente tem concentrado estudos envolvendo espécies de 

Baccharis direcionados a análise de óleos essenciais e avaliação de atividades 

biológicas, em que uma grande variedade de compostos foi identificada em espécies 

desse gênero (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4 – Pág. 32-38). 
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Fonte: HEIDEN, 2014.  
Disponível em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br  

1.1.1 Baccharis articulata (Lam.) Pers. 
 

A espécie Baccharis articulata (Lam.) Pers. é um arbusto encontrado 

frequentemente nos Estados do Rio Grande do Sul, Paraná, Santa Catarina e São 

Paulo, sendo comumente conhecida como "carquejinha", "carqueja-doce", "carqueja-

branca e “carqueja-miúda”. Possui como sinonímias: Baccharis articulata subsp. 

gaudichaudiana Malag. Baccharis articulata var. gaudichaudiana (DC.) Baker, 

Baccharis diptera Sch.Bip. ex Baker, Baccharis gaudichaudiana DC., Baccharis 

parvifolia DC., Conyza articulata Lam., Molina articulata (Lam.) Less., Pingraea 

articulata (Lam.) F.H.Hellw.) (Figura 5 – Pág. 39) (FLORA DO BRASIL, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 – Espécie Baccharis articulata. 

 

 

Esta espécie é popularmente empregada em infusões, decocções e 

macerações, como digestivo, diurético, hepatoprotetor, no tratamento de doenças das 

vias respiratórias e de infecções urinárias (PEREZ; ANESINI, 1994), tendo sido 

comprovada suas atividades inseticida e repelente (DE CAMPOS et al., 2014), anti-

inflamatória (GENE et al., 1992), antiviral (ZANON et al., 1999) e antioxidante 

(OLIVEIRA et al., 2014).  

As propriedades biológicas dessa espécie estão estreitamente relacionadas a 

composição química caracterizada pela presença de compostos fenólicos (GUO et al., 

2007; CARIDDI et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014), 

diterpenos (FULLAS et al., 1994; GIANELLO et al., 2000; AKAIKE et al., 2003; 
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Fonte: HEIDEN, 2014.  
Disponível em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br  

HAYASHI et al., 2005; GUO et al., 2007) e óleos essenciais (MINTEGUIAGA et al., 

2015; TROBIM-SOUZA et al., 2017; TISCHER et al., 2017) (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 

4 – Pág. 32-38). 
 

1.1.2 Baccharis junciformis DC. 

 

A espécie Baccharis junciformis DC. (sinonímias: Baccharis brachystachys 

(Baker) Malag. & Vidal, Baccharis cordata Malag., Baccharis junciformis var. triptera 

Baker, Baccharis trimeroides Malme, B. usterii, Molina juncea Less.) possui 

distribuição geográfica na região Sul e Sudeste do Brasil (Figura 6 – Pág. 40) (FLORA 

DO BRASIL, 2018).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 – Espécie Baccharis junciformis. 

 

 

 

A composição química dessa espécie é pouco conhecida, apenas dois 

estudos químicos destacando a presença de ácidos fenólicos em B. junciformis 

(sinonímia B. usterii) e predominância de espatulenol e globulol em seu óleo essencial 

são descritos (SIMOES-PIRES et al., 2005a). As atividades biológicas mencionadas 
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Fonte: HEIDEN, 2014.  
Disponível em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br  

a essa espécie são sua ação antioxidante (OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 

2014) e bactericida (OLIVEIRA et al., 2005). 

 

1.1.3 Baccharis milleflora (Less.) DC. 

 

Baccharis milleflora (Less.) DC. (sinonímias: Molina milleflora Less., Baccharis 

genistelloides var. milleflora (Less.) Baker) possui distribuição geográfica na região 

Sudeste e Sul do Brasil e frequentemente forma populações densas em áreas abertas 

e ensolaradas, onde é popularmente conhecida como “carqueja” e “carqueja-do-

lajeado” (Figura 7 – Pág. 41) (HEIDEN et al., 2009). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 – Espécie Baccharis milleflora. 

 

 

 

Esta espécie é utilizada na medicina popular como diurético, anti-inflamatório 

e no tratamento de problemas intestinais (HEIDEN et al., 2009). Os estudos 

envolvendo B. milleflora se restringem a revisões taxonômicas, a composição química 

e atividade biológica do óleo essencial (AGOSTINI et al., 2005; HEIDEN et al., 2009; 

SCHNEIDER, 2009; TROBIM-SOUZA et al., 2017, PEREIRA et al., 2017). 

Quimicamente, estudos prévios do óleo essencial de B. milleflora tem 

mostrado que os metabólitos β-pineno, espatulenol (AGOSTINI et al., 2005), γ-
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Fonte: HEIDEN, 2014.  
Disponível em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br  

gurjuneno, α-selineno e β-cariofileno como principais compostos (SIMÕES-PIRES et 

al., 2005a). Recentemente, os compostos limoneno e viridiflorol têm sido relatados 

como compostos majoritários (Tabela 1, Figura 3 – Pág. 32-35, 37) (TROBIM-SOUZA 

et al., 2017). Biologicamente, a atividade citotóxica do óleo essencial de B. milleflora 

tem sido destacada (PEREIRA et al., 2017). 

 

 

1.1.4 Baccharis myriocephala (Less.) DC. 

 

A espécie Baccharis myriocephala (Less.) DC. apresenta como sinonímia a 

espécie Baccharis genistelloides var. myriocephala Baker ex G.M.Barroso. (Figura 8 

– Pág. 42) (FLORA DO BRASIL, 2018).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8 – Espécie Baccharis myriocephala. 

 

 

Esta espécie apresenta ampla distribuição no leste da América do Sul, 

ocorrendo no Paraguai, Brasil e Argentina. No Brasil, ocorre nas regiões Nordeste, 

Sudeste e Sul, nos biomas da Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica e Pampa (HEIDEN 

et al., 2012). As pesquisas envolvendo B. myriocephala estão limitadas a composição 

química do óleo essencial, apresentando globulol e epiglobulol (SIMOES-PIRES et al., 
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Fonte: HEIDEN, 2014.  
Disponível em: http://floradobrasil.jbrj.gov.br  

2005a), limoneno e β-pineno como compostos majoritários (Tabela 1, Figura 3 – Pág. 

32-35, 37) (TROBIM-SOUZA et al., 2017).  

 

 

1.1.5 Baccharis trimera (Less.) DC. 

 

A espécie Baccharis trimera (Less.) DC. corresponde a uma das sinonímias 

de B. crispa (sinonímias: Baccharis genistelloides var. crispa (Spreng.) Baker, Molina 

crispa (Spreng.) Less., Pingraea crispa (Spreng.) F.H.Hellw., Baccharis cylindrica 

(Less.) DC., Baccharis genistelloides var. cylindrica (Less.) Baker, Baccharis 

genistelloides var. myriocephala Baker ex G.M.Barroso, Baccharis genistelloides var. 

trimera (Less.) DC., Baccharis subcrispa Malag., Baccharis trimera var. carqueja DC., 

Baccharis triptera Mart., Molina trimera Less., Baccharis genistelloides subsp. crispa 

(Spreng.) Joch.Müll.) (Figura 9 – Pág. 43). De modo geral, Baccharis crispa é 

frequentemente referida pelos sinônimos B. trimera ou B. cylindrica. Sua ocorrência 

tem sido registrada nas regiões Sudeste, Sul e Nordeste do Brasil, assim como B. 

myriocephala (HEIDEN et al., 2012; FLORA DO BRASIL, 2018). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 9 – Espécie Baccharis trimera. 

 

 

Além disso, esta espécie é geralmente confundida com B. myriocephala, 

táxon próximo morfologicamente e comumente tratado sob o nome B. trimera. Estes 
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táxons podem ocorrer em simpatria (espécies ou populações que ocorrem na mesma 

área geográfica), porém ocupando nichos ecológicos distintos. A espécie B. crispa é 

um subarbusto heliófilo e exclusivo de vegetação campestre, enquanto B. 

myriocephala ocorre preferencialmente como um arbusto apoiante, às vezes epífito 

(plantas que vivem sobre plantas, mas não possuem hábitos parasitas, não retirando 

nutrientes daquela que lhe fornece apoio), em bordas e interior de matas, ou em 

encostas úmidas e sombreadas, e quando raramente ocorre em áreas abertas e 

ensolaradas apresenta-se como subarbusto, com ramos decumbentes (ramos 

inclinados ao solo com o ápice ou extremidade levantados) (HEIDEN et al., 2012). 

É popularmente conhecida como “carqueja”, “carqueja amarga” e “carqueja-

amargosa”. No Brasil, esta espécie é utilizada no tratamento de diabetes, doenças 

inflamatórias e hepáticas (ABAD; BERMEJO, 2007). Diversos trabalhos científicos 

atribuem ação biológica a B. trimera, como atividades anti-inflamatória (NOGUEIRA 

et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2012), antioxidante (PADUA et al., 2010; SABIR et 

al., 2017), anti-hepatotóxica (SOICKE; LENG-PESCHLOW, 1987), gastroprotetora 

(BIONDO et al., 2011), entre outras.  

Devido a estes usos medicinais, B. trimera foi incluída na 5ª Farmacopeia 

Brasileira, indicada como antidispéptico, e na RENISUS. Na Argentina, as “carquejas” 

também são reconhecidas pela 6ª Farmacopeia Argentina por suas propriedades 

medicinais, principalmente B. crispa e B. articulata, que são empregadas e 

comercializadas indistintamente como B. trimera na medicina tradicional 

(RODRIGUEZ et al., 2013).  

A identificação de B. trimera é baseada na presença de flavonoides 

(quercetina e 3-O-metilquercetina), os quais podem ser facilmente adicionados ao 

material vegetal (ANVISA, 2010). Dessa forma, métodos direcionados a avaliar a 

autenticidade desta planta medicinal são de suma importância, pois podem contribuir 

para o controle de qualidade dessa erva medicinal.  

A composição química dessa espécie foi extensivamente estudada por vários 

autores. Os principais compostos identificados são: mono e sesquiterpenos no óleo 

essencial (SIMÕES-PIRES et al., 2005a; MINTEGUIAGA et al., 2015; TROBIM-

SOUZA et al., 2017; MINTEGUIAGA et al., 2018), flavonoides (SUSTTIRI et al 1994; 

TORRES et al., 2000; GIANELLO et al., 2000), ácidos fenólicos (SIMÕES-PIRES et 

al., 2005; ABOY et al., 2012; SABIR et al., 2017), saponinas (GENE et al., 1992) e 
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diterpenos (Tabela 1, Figuras 2, 3 e 4 – Pág. 32-38) (GIANELLO et al., 2000; GARCIA 

et al., 2014).  
Simões-Pires et al. (2005a) investigaram a composição do óleo essencial de 

oito espécies de Baccharis da seção Caulopterae (B. articulata, B. crispa, B. 

microcephala, B. milleflora, B. myriocephala, B. stenocephala, B. trimera e B. usterii), 

observando diferenças na composição química, tanto pela localização geográfica 

quanto pela sazonalidade. Os autores observaram a predominância de 

sesquiterpenos, bem como, a existência de diferenças químicas entre as espécies B. 

crispa e B. trimera pela presença do acetato de carquejila na segunda espécie (em 

torno de 35,5 a 68,0%). Este composto mostrou-se ausente em outras espécies de 

Baccharis, sendo por isso considerado marcador químico de B. trimera, uma vez que 

foi encontrado em todos os exemplares dessa espécie, independentemente da região 

que havia sido coletada (SIMÕES-PIRES et al., 2005a). Entretanto, este composto foi 

observado no óleo essencial de Eupatorium buniifolium Hooker et Arnott (Asteraceae) 

(LORENZO et al., 2005). 

Da mesma forma que Simões-Pires et al. (2005a), Trobim-Souza et al. (2017) 

identificaram o acetato de carquejila somente em B. trimera ao investigar a 

composição química do óleo essencial de 10 espécies de Baccharis provenientes do 

estado do Paraná, realizando um estudo comparativo através da análise multivariada. 

Os autores reportaram o monoterpeno limomeno como principal constituinte em todas 

as espécies. A análise de componentes principais dos cromatogramas obtido por GC-

MS revelou alta similaridade entre B. calvescens, B. myriocephala, B. trimera, B. 

milleflora, B. anomala, B. oblongifolia, B. articulata e B. uncinella. 

Uma breve revisão acerca do gênero permitiu evidenciar a existência de 

diversas sinonímias para uma mesma espécie, resultando em grande controvérsia e 

dificuldade de classificação botânica de espécies da seção Caulopterae. Além disso, 

observou-se a inexistência de estudos químicos recentes relacionados ao perfil 

químico ou até mesmo escassos, como por exemplo em B. milleflora, B. myriocephala 

e B. junciformis. Nesse sentido, as espécies do Baccharis necessitam ser mais 

estudadas cientificamente, considerando sua importância do ponto de vista químico, 

medicinal e econômico.  

A atividade biológica de plantas pode estar associada ao efeito sinérgico entre 

os compostos existentes no material vegetal e não somente a um marcador químico. 

Desta forma, estudos baseados em perfis espectrais podem ser uma alternativa mais 
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eficiente para o controle de qualidade de B. trimera. É importante ressaltar que a 

maioria dos trabalhos envolvendo espécies de Baccharis empregam métodos 

clássicos de isolamento e identificação de substâncias em que são necessários 

preparo de amostra laborioso, grandes quantidades de solventes e material botânico.  

Assim, o desenvolvimento de metodologias mais simples e rápidas 

direcionadas a avaliação da autenticidade poderia auxiliar no controle de qualidade 

de B. trimera, bem como, contribuir para a quimiotaxonomia do gênero Baccharis 

ampliando o conhecimento químico das espécies estudadas, além de fornecer 

subsídios em futuros estudos fitoquímicos. Nesse sentido, as técnicas 

espectroscópicas têm desempenhado importante contribuição em estudos 

direcionados a autenticidade e controle de qualidade de plantas medicinais e 

fitoterápicos.  

 

 

1.2 RMN NO CONTROLE DE QUALIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS  

 

Os perfis espectrais têm se tornado indispensáveis para avaliar a autenticidade 

de plantas medicinais, uma vez que, as propriedades biológicas são atribuídas ao 

efeito sinérgico de vários metabólitos existentes em sua composição, não restringindo 

somente a marcadores químicos. Nesse sentido, a busca de técnicas rápidas e 

metodologias modernas de obtenção do perfil químico de forma reprodutível, 

empregando métodos simples de preparo de amostra tem desempenhado um 

importante papel no controle de qualidade e autenticidade de plantas medicinais. 

Dentre as alternativas para avaliar a autenticidade, bem como o controle de 

qualidade de plantas medicinais, estão sendo empregadas a espectroscopia na região 

do infravermelho (ABDULLAH et al., 2012; CHEN et al., 2015; QU et al., 2017, 

LOURENÇO, 2017) e região do ultravioleta (GAD et al., 2013; BITTNER et al., 2016), 

cromatografia líquida de alta eficiência (WANG et al., 2012; HE et al., 2015; 

RACLARIU et al., 2017), e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (ALIAKBARZADEH et al., 2016; ANDRADE  et al., 2018), assim como 

métodos de análise multivariada associados as técnicas analíticas (GAD et al., 2013; 

SERESHTI et al., 2018; MONAKHOVA et al., 2018). 
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Além das técnicas analíticas mencionadas anteriormente, a Ressonância 

Magnética Nuclear (RMN) é uma ferramenta com grande potencial na avaliação de 

autenticidade de diversas matrizes, uma vez que permite a análise de amostras de 

alta complexidade sem necessidade de isolamento de substâncias, tratando-se de 

uma técnica não destrutiva, que não necessita de métodos elaborados de preparo de 

amostra (FOTAKIS; SERVOU, 2016; KILLNER et al., 2017; RIBEIRO et al., 2017; 

KUBALLA et al., 2018). 

No que se refere a autenticidade e controle de qualidade de plantas medicinais, 

Nguyen et al. (2016) utilizaram a RMN aliada à quimiometria para avaliar a 

autenticidade de Panax ginseng de diferentes origens geográficas, assim como 

misturas intencionais dessa planta medicinal de regiões da Coreia e da China. Os 

autores observaram que os compostos ácido glutárico, ácido málico, ácido succínico, 

colina, glicose e sacarose são altamente expressivos em amostras proveniente da 

Coreia, enquanto a glutamina é abundante em amostras da China. A análise das 

misturas intencionais revelou que as amostras apresentaram uma separação 

satisfatória de acordo com a proporção da mistura através de análises multivariadas 

OPLS-DA, consideradas promissoras no controle de qualidade de plantas medicinais, 

bem como, na detecção de possíveis falsificações (NGUYEN et al., 2016). 

Da mesma forma, Zhao et al. (2015) utilizaram a RMN de 1H combinada com 

a análise de componentes principais (PCA) propondo um método para o controle de 

qualidade do ginseng asiático e do ginseng americano cultivado e selvagem. Os 

autores observaram diferenças significativas na concentração dos metabólitos 

arginina, colina, 2-oxoglutarato e malato entre os ginsengs americano e asiático. Por 

sua vez, um menor teor de glutamato foi observado em cultivares de ginseng 

americano selvagem, enquanto o ginseng americano cultivado apresentou uma maior 

concentração de ginsenolídeo que o ginseng asiático. Dessa forma, a eficácia do uso 

de RMN de 1H com PCA permitiu a diferenciação de tipos de ginseng revelando 

metabólitos-chave, bem como, o desenvolvimento de um protocolo padrão para 

controle de qualidade de ginseng americano selvagem e cultivado e ginseng asiático 

(ZHAO et al., 2015). 

Em outro estudo, Preto et al. (2013) empregaram RMN de Baixo campo para 

determinar a autenticidade da planta medicinal Maytenus ilicifolia obtidas de diferentes 

produtores comerciais. Os resultados obtidos por RMN de baixo campo juntamente 

com a caracterização por análises termogravimétricas, espectroscopia de 
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infravermelho e RMN de solução revelaram similaridades entre o controle e apenas 

uma das amostras investigadas. Os autores constataram que as diferenças 

detectadas entre as amostras poderiam estar relacionadas à sua não autenticidade, 

devido ao não reconhecimento da planta e à similaridade de folhas entre plantas da 

mesma família e/ou contaminação em virtude da adição de outras partes de plantas 

semelhantes às comerciais.  

Santos et al. (2012) obtiveram sucesso em diferenciar espécies de 

Phyllanthus por análises de PCA e HCA de dados obtidos de espectroscopia de 

Infravermelho, RMN HR-MAS de 1H e RMN em solução. Segundo os autores, os 

modelos utilizando os métodos KNM, SIMCA e PLS-DA apresentaram boa 

confiabilidade. Entretanto, apesar de modelos confiáveis, os resultados observados 

para as amostras comerciais foram divergentes entre os métodos de classificação, 

onde os autores sugeriram que as amostras podem não pertencer a espécies 

estudadas no trabalho. 

 

 

1.2.1 RMN HR-MAS E SUAS APLICAÇÕES 

 

A RMN em solução corresponde a metodologia mais utilizada em análises 

rotineiras. No entanto, desvantagens são observadas no que se refere a quantidade 

de amostra necessária para alcançar uma boa relação sinal-ruído, aumento do tempo 

de análise e custo, assim como, a necessidade de extração de seus constituintes, que 

pode levar a perda de informação sobre o estado natural da amostra (SANTOS et al., 

2015; SOUZA et al., 2016).  

Nesse contexto, a RMN de alta resolução com giro no ângulo mágico (HR-

MAS: High Resolution Magic Angle Spinning) surge como uma alternativa para 

superar esses inconvenientes, uma vez que permite obter um “fingerprint” da matriz, 

requerendo o mínimo de pré-tratamento das amostras, além de ser um método direto 

e não invasivo. Além disso, a RMN HR-MAS permite obter informações sobre os 

metabólitos em um único espectro sem a necessidade de isolamento das substâncias, 

minimizando extrações e eventuais decomposições e/ou alterações químicas que 

possam ocorrer durante o processo de extração química (SOUZA et al., 2016). 
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A obtenção de informações espectrais em amostras sólidas ou semissólidas 

é limitada ao empregar sondas convencionais devido ao alargamento dos sinais 

ocasionados pelo deslocamento químico anisotrópico, acoplamento dipolar e 

diferenças na susceptibilidade magnética em regiões diferentes da amostra, uma vez 

que estes materiais apresentam movimento molecular restrito (LIÃO et al., 2010). 

Nesse sentido, a RMN HR-MAS emergiu como uma alternativa no estudo de 

amostras heterogêneas ou “semissólidas”, combinando as vantagens de RMN no 

estado sólido e em solução, no que se refere a simplicidade da preparação da amostra 

como ocorre em RMN de sólidos e resolução similar à de líquidos (SANTOS et al., 

2015). Os princípios da técnica de RMN HR-MAS tem sido extensivamente discutido 

por diversos pesquisadores (BECKONERT et al., 2010; FAROOQ et al., 2013). 

O sistema de giro a altas velocidades no ângulo mágico (MAS) permite 

suprimir as interações dipolares, deslocamento químico anisotrópico e diferenças de 

susceptibilidade magnética existente na interface entre amostras sólidas e líquidas. 

Estas interações são descritas em um hamiltoniano que apresenta dependência 

angular de (3cos2α -1)/2, onde α é o ângulo entre o campo magnético estático e o 

vetor internuclear responsáveis pelas interações (MAZZEI; PICCOLO, 2017). Assim, 

quando a amostra é girada em torno de um eixo inclinado a 54,74° em relação ao 

campo magnético principal (B0), todos os fatores que causam o alargamento dos 

sinais no espectro tendem a ser anulados (Figura 10 – Pág. 49). Por isso este ângulo 

é denominado “ângulo mágico” (BECKONERT et al., 2010; ALAM; JENKINS, 2012; 

FAROOQ et al., 2013; MAZZEI; PICCOLO, 2017). 

 

 
Figura 10 – Esquema de um estator de HR-MAS com gradiente no ângulo mágico ao longo do rotor. 
Fonte: Adaptado de ALAM; JENKINS, 2012. 
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Assim como a RMN em solução, a RMN HR-MAS apresenta alta 

sensibilidade, pois permite adquirir espectros de RMN de 1H de compostos presentes 

em poucos miligramas de amostra e a realização de experimentos bidimensionais 

convencionais (BECKONERT et al., 2010). Em contraste com a RMN de sólidos, a 

RMN HR-MAS não requer sequências especiais ou emprego de potências elevadas 

em seus pulsos (CHOZE et al., 2013). 

Devido às vantagens observadas anteriormente, a RMN HR-MAS tem sido 

empregada em diversos estudos. É observada na literatura a aplicação da RMN HR-

MAS em análises de tecidos animais (ALVES et al., 2015), variações metabólicas de 

plantas ocasionadas por vírus e bactérias (SIDHU et al., 2010; SILVA et al., 2012), 

perfis de cultivares de feijões (LIÃO et al., 2010; CHOZE et al., 2013), alimentos 

(CORSARO et al., 2015, SANTOS et al., 2015; SANTOS et al., 2018), em moléculas 

de grande massa molecular (GIL et al., 1997; BROBERG et al., 1998; WEYBRIGHT 

et al., 1998; BROBERG;KENNE, 2000), caracterização de nanopartículas 

(HENOUMONT et al., 2015). Além disso, esta técnica representa uma ferramenta 

poderosa quando aliada a outras técnicas de RMN, bem como, quando associada à 

análises quimiométricas (GIL et al., 2000; CHIN et al., 2000). 

Em se tratando de controle de qualidade, Daolio et al. (2008) empregaram 

RMN HR-MAS, RMN em solução e HPLC aliados às análises quimiométricas na 

classificação botânica de Anemopaegma arvense ou Trichilia catigua, e amostras 

comerciais de catuaba. Os autores constataram que as indústrias de fitoterápicos no 

Brasil não empregam as raízes de A. arvense para comercializar o fitoterápico 

Catuaba, como recomendado pela Farmacopeia Brasileira, mas sim as cascas de T. 

catigua. Além disso, a RMN HR-MAS se mostrou eficiente em discriminar amostras 

com base em sua matéria-prima, bem como a importância de considerar o 

regionalismo das amostras. Da mesma forma, a RMN HR-MAS se mostrou eficiente 

em avaliar a autenticidade de espécies de Phyllanthus (SANTOS et al., 2012). 

Flores et al. (2018) aplicaram a RMN HR-MAS de 1H aliada às análises 

quimiométricas na investigação quimiotaxonômica de variedades de Hancornia 

speciosa (Apocynaceae). Os autores observaram que as folhas de H. speciosa var. 

pubescens são discriminadas das outras variedades devido à alta concentração de 

compostos fenólicos, enquanto H. speciosa var. cuyabensis apresentam 

características químicas similares a H. speciosa var. gardineri e H. speciosa var. 

speciosa. As duas últimas variedades foram diferenciadas pela presença de 
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hidrocarbonetos e carboidratos. Da mesma forma, Alcântara et al. (2007) utilizaram a 

RMN HR-MAS e espectroscopia de infravermelho associados a análises 

quimiométricas visando discriminar espécies de líquens com base na composição 

química, cujos carboidratos foram os principais responsáveis por sua distinção. 

Jégou et al. (2010) empregaram a RMN HR-MAS de 1H e LC/ESI-MS para 

discriminar 5 espécies do gênero Cystoseira. Os autores observaram que C. baccata, 

C. nodicaulis e C. tamariscifolia são quimicamente diferentes entre si, ao contrário de 

C. foeniculacea e C. humilis. Por sua vez, Bharti et al. (2011) utilizaram a RMN HR-

MAS aliada a métodos quimiométricos para avaliar as variações de metabólitos 

primários de 4 quimiotipos de Withania somnifera, o que permitiu a identificação de 41 

metabólitos nas folhas e raízes dos quimiotipos. Além disso, a análise de 

componentes principais revelou variações nos metabólitos primários entre os 

quimiotipos. Tais estudos comprovam que a RMN HR-MAS é um método eficiente 

podendo ser utilizado para análise de metabólitos primários e secundários em plantas 

importantes medicinalmente. 

Diante do exposto, o perfil espectral obtido por RMN HR-MAS de 1H poderia 

ser empregado na autenticidade de B. trimera auxiliando no controle de qualidade 

dessa planta medicinal, mostrando um perfil químico mais informativo em comparação 

com o controle de qualidade baseado em marcadores químicos. Dessa forma, este 

trabalho visa o emprego da RMN HR-MAS aliada a métodos quimiométricos na 

determinação da autenticidade da B. trimera propondo uma metodologia que possa 

atuar no controle de qualidade de plantas medicinais e fitoterápicos. Os resultados 

obtidos através desse estudo podem auxiliar na correta identificação botânica e 

discriminação de espécies similares morfologicamente, contribuindo na resolução de 

problemas taxonômicos.  

 

 

1.3 ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS 

 

A quimiometria envolve a aplicação de métodos matemáticos e estatísticos 

visando a resolução de dados de origem química. Além disso, possui a vantagem de 

analisar dados multivariados simultaneamente, reduzindo sua dimensionalidade sem 
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perda de informações relevantes sobre o conjunto de dados, obtendo o máximo de 

informação sobre o sistema. 

Os métodos quimiométricos podem ser aplicados na análise multivariada de 

dados qualitativos e quantitativos, utilizando métodos de análise exploratória dos 

dados, calibração e reconhecimento de padrões, respectivamente. É inquestionável a 

importância da quimiometria na análise de dados espectrométricos e 

espectroscópicos em estudos direcionados à autenticidade e controle de qualidade de 

plantas medicinais (HUANG et al., 2016; MA et al., 2017; SERESHTI et al., 2018; SHI 

et al., 2018).  

As análises quimiométricas são baseadas em métodos supervisionados e não 

supervisionados. Os métodos supervisionados são geralmente utilizados para 

classificação de amostras. Nesses, cada amostra analisada provém de uma classe 

pré-estabelecida e esta informação é utilizada durante a análise dos dados e na 

construção dos modelos de classificação. Os métodos supervisionados 

principalmente empregados em análises quimiométricas são Análise Discriminante 

Linear (LDA), Modelagem Independente e Flexível por Analogia de Classes (SIMCA) 

e Análise Discriminante pelo Método de Mínimos Quadrados Parciais (PLS-DA) 

(MCKENZIE et al., 2011). 

Por sua vez, os métodos não supervisionados são utilizados para verificar a 

inter-relação entre as amostras. Eles não requerem nenhum conhecimento prévio a 

respeito da origem das amostras, ou seja, dividem o espaço dos dados em grupos 

sem qualquer conjunto de treinamento predefinido (MCKENZIE et al., 2011; 

BRERETON, 2015; FERREIRA, 2015). Os métodos comumente utilizados envolvem 

Análise de Componentes Principais (PCA) e Análise de Agrupamentos Hierárquicos 

(HCA). 

Anteriormente à análise quimiométrica, pré-tratamentos nas matrizes de 

dados podem ser necessários visando facilitar a análise dos dados. Os pré-

tratamentos transformam os dados de modo que sejam mais comparáveis, reduzindo 

variações indesejáveis que podem influenciar nos resultados. O primeiro pré-

tratamento (denominado transformação) é realizado sobre os dados de cada uma das 

amostras, enquanto o segundo é aplicado sobre as variáveis (no caso da RMN, os 

deslocamentos químicos), sendo conhecido como pré-processamento. 

As principais transformações observadas em espectros de RMN envolvem 

normalização e correção da linha de base que podem ser realizadas de forma manual 
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ou automática. Os pré-processamentos envolvem dados não escalados (dados 

centrados na média), escalamento por unidade de variância (autoescalamento) ou 

escalamento por Pareto, entre outros. Tais transformações possuem finalidades 

específicas e dependem da matriz investigada, de modo a obter melhores resultados 

(SMOLINSKA et al., 2012; FERREIRA, 2015). 

 

 

1.3.1 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 

A análise de componentes principais (PCA) é um método de análise 

multivariada largamente utilizado, cujo objetivo é reduzir a dimensionalidade dos 

dados originais sem perdas de informações relevantes sobre as amostras (XIAO et 

al., 2017). A vantagem desta redução é a possibilidade de visualizar a distribuição 

espacial das amostras, influenciada pelas variáveis originais, em gráficos bi e 

tridimensionais. Para efetuar tal redução, sem perda de informações, a matriz original 

passa a ser representada por novas variáveis, agora ortogonais entre si e 

direcionadas em função da distribuição espacial dos dados. Na PCA, esse novo 

conjunto de variáveis ou componentes principais (PCs) corresponde a uma 

combinação linear das variáveis originais (BALLABIO, 2015; FERREIRA, 2015). 

A conversão do conjunto de dados originais em componentes principais 

resulta em duas matrizes conhecidas como scores e loadings. Os scores são as 

projeções das amostras na direção da componente principal. Quando representados 

na forma de gráfico, cada ponto está associado a uma única amostra e a inter-relação 

dela com as demais amostras é evidenciada através de seu agrupamento ou não 

(MCKENZIE et al., 2011; SMOLINSKA et al., 2012; FERREIRA, 2015). 

Por sua vez, os loadings representam os cossenos dos ângulos formados 

entre a componente principal e cada variável. Dessa forma, o loadings descreve como 

as variáveis antigas combinam-se linearmente para gerar novas PCs, indicando quais 

variáveis são responsáveis pela relação observada no scores. Por isso, as direções 

ressaltadas no gráfico de scores correspondem a mesma direção observada no 

gráfico de loadings (MCKENZIE et al., 2011; SMOLINSKA et al., 2012; FERREIRA, 

2015). Em suma, a análise de componentes principais é um método que tem por 
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finalidade básica, a redução de dados a partir de combinações lineares das variáveis 

originais. 

A PCA aplicada a RMN pode apresentar um inconveniente relacionado ao 

desalinhamento de sinais ocasionados por variações na frequência de Larmor das 

substâncias nas amostras. Este desalinhamento de sinais surge devido a variações 

em pH, temperatura, diferenças de susceptibilidade magnética da amostra e questões 

instrumentais. Nesse sentido, alguns métodos estão sendo desenvolvidos visando 

suplantar essa problemática. Um destes métodos de correção é conhecido como 

binning ou bucketing que além de contornar problemas de alinhamento também filtra 

ruídos (SOUSA; MAGALHÃES; FERREIRA, 2013; WORLEY; POWERS, 2014; 

FERREIRA, 2015).  

As análises quimiométricas em associação a técnicas espectroscópicas 

oferecem uma abordagem inovadora em estudos de controle de qualidade e 

discriminação de plantas similares morfologicamente. A espectroscopia de 

ultravioleta-visível, assim como HPLC, combinadas com métodos quimiométricos 

(PCA, SIMCA e KNN) foi eficiente na discriminação e classificação correta das partes 

aéreas das espécies Baccharis (B. genistelloides, B. milleflora e B. articulata) (LONNI 

et al., 2003; LONNI et al., 2005). 

Segundo Pan et al. (2015), o perfil espectral obtido por RMN aliada a 

quimiometria (PCA e HCA) permitiu distinguir Lamiophlomis rotata proveniente de 

diferentes origens geográficas chinesas. Os autores observaram que as amostras 

originárias de Gansu, Tibet e Qinghai são diferenciadas pela alta concentração de 

iridoides glicosilados, fenilpropanoides glicosilados, luteolina-7-O-glicosideo e ácido 

palmítico. Por sua vez, RMN associada a PCA e PLS-DA possibilitou a diferenciação 

e classificação de espécies de Crataegus spp. (C. okanaganensis, C. douglasii, C. 

monogyna e C. laevigata) através da região de compostos fenólicos (LUND et al., 

2017).  

A RMN aliada à PCA e LDA foram empregados na discriminação de 

variedades de uvas de vinhos tinto (Cabernet Sauvignon, Mel de Rosas, Cabernet 

Gernischt) e branco chineses (Ugni Blanc, Long Yan, Chardonnay), destacando-a 

como ferramenta eficaz para avaliar a autenticidade de vinhos chineses (FAN et al., 

2018). Por sua vez, Farag et al. (2018) utilizaram a RMN quantitativo associado a 

análises quimiométricas (PCA e OPLS-DA) para diferenciar duas espécies de canela, 

Cinnamomum verum e Cinnamomum cassia utilizadas largamente em produtos 
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alimentícios. A RMN associada a análise multivariada revelou a presença do eugenol 

em C. verum enquanto C. cassia é rica em ácidos graxos, sugerindo ainda que o 

eugenol pode ser utilizado como marcador para autenticação do extrato de C. verum 

(FARAG et al., 2018).  

Esses achados demonstram o potencial das ferramentas quimiométricas em 

estudos de discriminação e autenticidade quando combinadas com a metodologia 

analítica adequada. 

 

 

1.3.2 Análise Discriminante pelo Método de Mínimos Quadrados Parciais 

(PLS-DA) 

 

A Análise Discriminante pelo Método de Mínimos Quadrados Parciais (PLS-

DA) é um método multivariado de classificação supervisionado mais utilizado e 

corresponde a uma variante do método de regressão, conhecido como PLS (WOLD 

et al., 2001; SMOLINSKA et al., 2012). Similarmente ao PCA, visa encontrar variáveis 

latentes no subespaço multivariado de forma a discriminar as classes do conjunto 

amostral usando o modelo de mínimos quadrados parciais (PLS). 

O PLS encontra relações fundamentais entre as matrizes X (matriz preditora) 

e Y (matriz resposta) para modelar a covariância no espaço dessas matrizes por meio 

das variáveis latentes. Na PLS-DA, o termo componente principal é substituído por 

variáveis latentes (LVs). Após a construção do conjunto amostral, deve-se definir o 

pré-processamento adequado, o número de variáveis latentes apropriado, a avaliação 

da existência de outliers. O número de variáveis latentes é realizado utilizando o 

método de validação cruzada (cross validation) em que se determina o erro mínimo 

de previsão. 

A detecção de amostras anômalas (outliers) é um fator importante, pois a 

presença dessas amostras no conjunto de calibração pode fornecer modelos com 

baixa capacidade de previsão. Através do gráfico de leverage versus resíduos de 

Student é possível determinar anomalias. Os valores de leverage são obtidos por meio 

da equação 3xVL/n, onde n é o número de amostras utilizadas no conjunto de 

calibração. Os valores de leverage correspondem a uma medida da influência de uma 

amostra no modelo de regressão. Dessa forma, podemos dizer que uma amostra tem 
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pequena ou grande influência no desenvolvimento do modelo, caso ela possua baixo 

e altos valores de leverage, respectivamente.  

Por outro lado, os Resíduos de Student correspondem aos desvios entre os 

dados de referência e os estimados pelo modelo que são definidos em unidades de 

desvio padrão do valor médio. Desta forma, amostras que apresentam altos valores 

de leverage e Resíduos de Student são consideradas anômalas, devendo ser retirada 

do modelo após inspeção visual. Além disso, a avaliação de previsão do modelo em 

classificar amostras desconhecidas é feita por meio do cálculo da raiz quadrada do 

erro médio quadrático de validação cruzada (RMSECV, Root Mean Squares Error of 

Cross Validation) e da raiz quadrada do erro médio quadrático de previsão (RMSEP, 

Root Mean Squares Error of Prediction). 

Após a construção e validação do modelo, a etapa de validação externa pode 

ser realizada. Na validação externa, as amostras de referência que não participaram 

do conjunto de calibração são empregadas no teste de previsão do modelo. Este teste 

é importante para avaliar a qualidade e sensibilidade do modelo na previsão de 

amostras externas ao conjunto de calibração para então ser utilizado na previsão de 

amostras desconhecidas, caso o modelo seja satisfatório. 

Nesse caso, similarmente ao PLS, a matriz Y descreve a classe das amostras 

através de valores previstos para o modelo que descrevem aproximações entre as 

classes, cujo valor limite (threshold) tem o propósito de separar a classe à qual as 

amostras a serem modeladas pertencem (RIBEIRO et al., 2010). Por exemplo, uma 

matriz Y formada por duas classes (0 e 1) apresenta somente um valor de threshold 

que foi calculado a partir do Y previsto para o modelo. Dessa forma, as amostras que 

apresentarem um valor previsto abaixo desse threshold, será considerada como 

pertencente a classe 0, enquanto as amostras cujos valores estiverem acima do 

threshold pertencem a classe 1. 

O uso da RMN associada a abordagens quimiométricas mostrou-se 

importante na determinação de variedades de vários medicamentos fitoterápicos, 

como catuaba e outros produtos farmacêuticos derivados de plantas das famílias 

Glycyrrhiza e Coptis (DAOLIO et al., 2008; FAN et al., 2012; KAZI et al., 2013). Por 

exemplo, o perfil químico de duas ervas próximas taxonomicamente (Harpagophytum 

procumbens (Pedaliaceae) e Harpagophytum zeyheri) obtidos por meio de duas 

técnicas complementares, UHPLC-MS e RMN de 1H associados a análise 

multivariada revelou variações significativas entre as espécies por OPLS-DA, 
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mostrando que as duas espécies não são quimicamente e terapeuticamente 

equivalentes. Dessa forma, os autores sugeriram que essas espécies não devem ser 

empregadas para o mesmo propósito, contrariando a afirmação da Farmacopeia 

Britânica (MNCWANGI et al., 2014). 

Por outro lado, Lourenço (2017) utilizou espectroscopia de infravermelho 

médio e próximo aliada a quimiometria visando discriminar espécies de Baccharis (B. 

trimera, B. myriocephala, B. articulata, B. milleflora e B. junciformis). Segundo o autor, 

foi observada uma discriminação entre as espécies B. articulata, B. milleflora e B. 

junciformis, enquanto as espécies B. trimera e B. myriocephala apresentaram uma 

separação parcial, resultando em modelos de classificação (PLS-DA) eficientes na 

previsão de Baccharis durante a validação externa. 

A possibilidade de detectar adulterações em plantas por RMN combinada com 

quimiometria foi mostrada por Petrakis et al. (2015; 2017). Consonni et al. (2016) 

mostraram a aplicabilidade do infravermelho e RMN, combinado com PLS-DA na 

investigação da rastreabilidade do açafrão.  

 

 

1.3.3. Modelagem Independente e Flexível por Analogia de Classes (SIMCA) 

 

O método SIMCA (Soft Independent Modeling of Class Analogy) foi 

introduzido por Svante Wold em 1970 e consistiu no primeiro pacote computacional 

quimiométrico desenvolvido para análise supervisionada de reconhecimento de 

padrões, inicialmente direcionado a análise de dados numéricos de duas espécies de 

flores (Iris setosa e Iris versicolor), cuja finalidade consistiu na resolução de problemas 

taxonômicos (WOLD, 1976).  

O SIMCA é construído baseando-se no ajuste do modelo de componentes 

principais, dando uma origem a um classificador para cada uma das classes do 

conjunto de treinamento (FERREIRA, 2015). Dessa forma, um número independente 

de componentes principais para cada classe é definido e a modelagem SIMCA é 

obtida através da fronteira entre cada modelagem PCA. Consequentemente, 

hipercaixas com tantas dimensões quantas forem o número de PCs mais adequados 

para cada classe obtida são construídas, onde os limites das mesmas são definidos 

com um dado nível de confiança (BALABIN et al., 2010; DAVIS et al., 2015; 
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FERREIRA, 2015). Assim, o modelo resultante descreve uma linha, um plano ou 

hiperplano para cada classe.  

Além disso, a distância ortogonal média do conjunto de treinamento a partir 

de uma linha, plano ou hiperplano para cada classe é calculada como um desvio 

padrão residual para determinar a distância crítica para classificação. As novas 

observações são projetadas em cada modelo de componente principal e a distância 

residual é calculada (BYLESJÖ et al., 2006; DAVIS et al., 2015; FERREIRA, 2015) 

Uma vez definidas as hipercaixas, é importante verificar se existem classes 

com sobreposição, pois o poder de discriminação dos modelos SIMCA é baseado na 

inexistência de sobreposição entre duas classes diferentes, bem como na maior 

distância entre as classes. As amostras externas são classificadas empregando a 

modelagem SIMCA, baseando-se nas diferentes projeções possíveis no espaço dos 

escores, avaliando se a amostra se encontra dentro da fronteira definida para a 

respectiva classe em todas as projeções obtidas (DAVIS et al., 2015; FERREIRA, 

2015). 

O SIMCA fornece três possíveis respostas de previsão, dentre as quais pode-

se salientar: (1) classificação da amostra em uma classe pré-definida, (2) a amostra 

pode se enquadrar em mais de uma classe ou (3) não se enquadrar em nenhuma das 

classes existentes. Quando uma previsão é realizada com o SIMCA, as amostras 

distantes do espaço da componente principal de uma determinada classe são 

consideradas como não pertencentes a aquela classe. 

O SIMCA tem sido empregado em diversos estudos envolvendo discriminação 

de espécies. Wohlmeister et al. (2017) utilizaram infravermelho associado a PCA e 

SIMCA na diferenciação de espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata e C. krusei). 

Os autores observaram diferenças espectrais entre as espécies de Candida 

adequadas para a discriminação na PCA, enquanto a modelagem SIMCA permitiu a 

classificação das amostras de forma correta e inequívoca, permitindo identificar 

amostras de Candida com objetivo de melhorar as aplicações clínicas desta técnica.  

Da mesma forma, Duca et al. (2016) empregaram a espectroscopia no 

infravermelho associado à SIMCA na discriminação entre madeira dura e macia, cujos 

resultados permitiram classificar corretamente 93 e 100% das amostras em madeira 

dura e macia, respectivamente. A análise de misturas revelou que 100% destas foram 

associadas a nenhuma classe, mostrando a capacidade de discriminação da técnica 

em reconhecer misturas no material. Segundo os autores, este método poderia ser 
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útil para verificar a conformidade das declarações do produtor sobre tipo e origem da 

madeira (DUCA et al., 2016). 

Em outro estudo, amostras de Lens culinaris Medik. da Itália e do Canadá 

foram discriminadas pela origem geográfica através do fingerprint obtido por RMN de 
1H associado a quimiometria (SIMCA, k-NN, PCA-LDA e PLS-DA), cujos melhores 

resultados foram obtidos com modelo PCA-LDA, enquanto aqueles obtidos 

empregando o SIMCA não foram satisfatórios, sugerindo que a última abordagem não 

é adequada para o trabalho. As amostras canadenses são vendidas fraudulentamente 

como italianas, fraude comumente observada em relação às lentilhas italianas. 

(LONGOBARDI et al., 2017). 

O uso de métodos quimiométricos visando o controle de qualidade de 

fitoterápicos é baseado principalmente em marcadores químicos que podem fornecer 

informações insuficientes sobre a erva medicinal, pois compostos considerados 

marcadores não são exclusivos de uma única espécie. Por exemplo, na espécie B. 

trimera, a Farmacopeia Brasileira estabelece sua identificação com base em 

flavonoides (quercetina e 3-O-metilquercetina) que são comumente encontrados em 

outras espécies de Baccharis (ANVISA, 2010). Dessa forma, a obtenção de perfis 

espectrais por RMN HR-MAS da erva medicinal pode ser uma metodologia mais 

adequada para o controle de qualidade de plantas medicinais e fitoterápicos. 

Sendo assim, a RMN HR-MAS de 1H aliada a métodos quimiométricos pode 

ser considerada uma ferramenta adequada para o desenvolvimento de uma 

metodologia que possa atuar na autenticidade e diferenciação de espécies de 

Baccharis morfologicamente semelhantes, uma vez que oferece uma abordagem mais 

eficiente que os métodos tradicionais, por se tratar de uma técnica não invasiva, com 

resultados rápidos e reprodutíveis.  
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 GERAL 

 

 Aplicar a técnica de RMN HR-MAS aliada a quimiometria para avaliar a 

autenticidade de Baccharis trimera (Less.) DC. através de um método 

rápido, direto e eficiente de controle de qualidade dessa planta medicinal, 

bem como, auxiliar na quimiotaxonomia do gênero.  

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 
 Reconhecer as principais diferenças de composição química entre as 

espécies Baccharis articulata (Lam.) Pers, Baccharis junciformis DC., 

Baccharis milleflora (Less.) DC, Baccharis myriocephala DC. e Baccharis 

trimera (Less.) DC. usando a RMN HR-MAS de 1H; 

 

 Identificar nos espectros de RMN HR-MAS de 1H, os principais 

metabólitos das espécies B. articulata, B. junciformis, B. milleflora, B. 

myriocephala e B. trimera; 

 
 Realizar Análise de Componentes Principais (PCA) nos dados obtidos a 

partir dos espectros de RMN HR-MAS de 1H para correlacionar diferenças 

ou semelhanças entre as espécies de referência de Baccharis e amostras 

comerciais; 

 
 Identificar os principais compostos responsáveis pela discriminação entre 

as espécies observadas nas análises quimiométricas;  

 
 Construir modelos de classificação empregando PLS-DA e SIMCA a partir 

dos espectros de RMN HR-MAS de 1H das amostras de referência 

visando verificar a capacidade destes métodos na classificação de 

amostras comerciais. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PARTE EXPERIMENTAL 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
 

3.1 AMOSTRAS 

 

3.1.1 Amostras de referência 

 

As partes aéreas (caules alados) floridas de cinco espécies de Baccharis 

(Asteraceae) foram coletadas em Curitiba-PR, Piraquara-PR e Pelotas-RS (Tabela 2 
– Pág. 63). A identificação botânica dos exemplares foi realizada pelo taxomista Dr. 

Gustavo Heiden, pesquisador da Embrapa Clima Temperado (Monte Bonito-RS), 

especialista em identificação botânica de espécies do gênero Baccharis. As amostras 

foram secas durante duas semanas a temperatura ambiente (20ºC ± 2ºC) e 

armazenadas em freezer a – 18°C 
 

Tabela 2 – Amostras vegetais de diferentes espécies de Baccharis. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2 Amostras comerciais 

 

As amostras comerciais da planta medicinal conhecida popularmente como 

carqueja foram adquiridas em farmácias, feiras, lojas de fitoterápicos e produtos 

naturais, assim como, em mercados de diferentes regiões do Brasil (Tabela 3 – Pág. 

64). Estas foram adquiridas secas e seus rótulos possuíam identificação botânica 

como B. trimera, B. genistelloides, B. articulata, carqueja e carqueja doce (Tabela 3 – 

Espécie Número de 
Amostras Data da coleta Localização 

Baccharis articulata (Lam.) Pers. 26 
Abril/2015 
Julho/2016 

Outubro/2016 

Curitiba-PR 
Pelotas-RS 

Baccharis junciformis DC. 10 Julho/2016 Pelotas-RS 

Baccharis milleflora (Less.) DC. 9 Abril/2015 
Outubro/2016 Piraquara-PR 

Baccharis myriocephala DC. 26 Abril/2015 
Outubro/2016 

Curitiba-PR 
Piraquara-PR 

Baccharis trimera (Less.) DC. 27 Julho/2016 Pelotas-RS 
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Pág. 64). As amostras foram mantidas em suas embalagens originais e armazenadas 

em freezer a – 18°C. 

 
Tabela 3 – Amostras comerciais de Baccharis. 

Código Informação Especificada no Rótulo Origem de 
Industrialização 

BC1 Carqueja (Baccharis trimera) PR 
BC2 Carqueja PR 
BC3 Carqueja (Baccharis genistelloides) PR 
BC4 Carqueja (Baccharis trimera) SP 
BC5 Baccharis trimera (Less.) DC. MG 
BC6 Carqueja MG 
BC7 Carqueja MG 
BC8 Carqueja MG 
BC9 Carqueja MG 
BC10 Baccharis articulata MG 
BC11 Carqueja MG 
BC12 Carqueja MG 
BC13 Carqueja MG 
BC14 Carqueja MG 
BC15 Carqueja MG 
BC16 Carqueja MG 
BC17 Carqueja (Baccharis genistelloides) PR 
BC18 Carqueja doce  MG 
BC19 Baccharis trimera (Less.) DC. MG 
BC20 Carqueja MG 
BC21 Baccharis trimera (Less.) DC. MG 
BC22 Carqueja MG 
BC23 Carqueja PR 
CO01 Carqueja (Baccharis trimera) PR 
CO04 Carqueja (Baccharis genistelloides) PR 
CO05 Carqueja PR 

 

 

 

3.2 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA PARA AQUISIÇÃO DOS 

ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 1H 

 

O desenvolvimento da metodologia foi realizado avaliando parâmetros 

relacionados ao preparo da amostra (estado da amostra e escolha de solvente de 

encharcamento), sequências de pulsos e estabilidade da amostra. 
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3.2.1 Estado da Amostra 

 

A condição em que as amostras seriam analisadas foi realizada através de 

três testes, em que as amostras foram submetidas a análises ainda frescas, secas em 

estufa de ar circulante a 45ºC por dois dias ou a temperatura ambiente a 20ºC ± 2ºC 

durante duas semanas, respectivamente.  

O propósito dessa avaliação é escolher uma condição de análise adequada 

das amostras, visando obter uma melhor resolução espectral e alta relação sinal/ruído 

(S/R). Em outras palavras, um melhor fingerprint. 

 

 

3.2.2 Solvente Deuterado 

 

A escolha do solvente de encharcamento (swelling) foi averiguada mediante 

análise de três solventes deuterados, CDCl3, CD3OD e D2O, de forma a verificar qual 

destes permite uma maior mobilidade aos metabólitos e um perfil espectral mais 

informativo da matriz investigada. 

 

 

3.2.3 Parâmetros de Aquisição 

 

A análise dos parâmetros de aquisição foi realizada mediante a averiguação 

de três sequências de pulsos. As sequências de pulsos zgpr, noesypr1d e cpmgpr1d 

foram analisadas com tempo de espera (D1) de 1s entre a aquisição e próximo pulso. 

Avaliou-se ainda, o tempo de mistura (D8) na sequência noesypr1d variando-o de 50, 

100 e 150 ms, enquanto na cpmgpr1d foi avaliado o número de vezes em que o 

experimento foi repetido (L4) alterando entre 4, 10 e 20 loops e o tempo τ empregando 

valores entre 1 e 2 ms. 

Os melhores resultados foram observados considerando a eficiência de 

saturação do sinal de água, perfil espectral, resolução e S/R. Após seleção da 

sequência de pulsos adequada para análise, foi analisado o número de promediações 

entre 64 e 512 (Figura 11 – Pág. 66).  
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Figura 11 – Esquema de análise dos parâmetros de aquisição. 

 

 

3.2.4 Estabilidade e Mobilidade da Amostra 

 

A estabilidade e mobilidade das amostras foram avaliadas por meio de três 

métodos. O primeiro consistiu na análise de espectros de RMN HR-MAS de 1H obtidos 

a 20°C com 0, 2 e 4 horas após retirada do freezer. O segundo método empregado foi 

por meio da aquisição de espectros de RMN HR-MAS de 1H, variando a velocidade 

de giro do rotor (4, 5 e 6 kHz). Por fim, o terceiro método consistiu na aquisição de 

espectros de RMN HR-MAS de 1H alterando o tempo de encharcamento (Figura 12 – 

Pág. 67). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Análise de RMN 
HR-MAS de 1H 

Folhas 
secas 

zgpr 

cpmgpr1d 

noesypr1d 

L4= 4-20 loops 
τ = 1-2 ms 

D8= 50-150ms 
D1= 1s 

D1= 1s 

EFICIÊNCIA DE 
SATURAÇÃO; 

PERFIL 
ESPECTRAL; 

S/N. 

Número de 
Promediações 

(64, 128, 256 e 512) 
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Figura 12 – Esquema dos métodos utilizados para a avaliação da estabilidade e mobilidade da amostra. 

 

 

3.3 AQUISIÇÃO DOS ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 1H 
 

Para a aquisição dos espectros de RMN HR-MAS de 1H, as amostras foram 

submetidas ao congelamento com nitrogênio líquido e, posteriormente, moídas 

manualmente em almofariz de porcelana. Para cada análise, aproximadamente 10,0 

± 0,5 mg de amostra foram inseridas em um rotor de óxido de zircônio com volume 

semiesférico de 50 μL, seguido da adição de 35 μL de CD3OD (contendo 0,05% de 

TMS), evitando extravasamento de líquido (Figura 13 – Pág. 68). 

Os espectros de RMN HR-MAS de 1H foram adquiridos em um espectrômetro 

de RMN Bruker AVANCE 400, operando a 9,4 Tesla, observando o núcleo de 

hidrogênio a 400,13 MHz, equipado com uma sonda quadrinuclear (1H/13C/15N/2H) de 

alta resolução com giro no ângulo mágico (θ = 54,74°) de 4 mm e gradiente de campo 

na direção do ângulo mágico. 

As melhores condições obtidas para a aquisição dos espectros de RMN HR-

MAS de 1H consistiram em: sequência de pulsos zgpr, com tempo de espera (D1) de 

1,0 s, 64k pontos (TD) distribuídos em uma janela espectral de 8503 Hz, resultando 

Folha retirada do 
Freezer 

Mantida a 
temperatura 

ambiente (23°C) 

Rotor empacotado 
sucessivas vezes  Rotor empacotado  

Análise de RMN 

HR-MAS de 1H 

durante 0, 2 e 4h 

de exposição. 

Análise de RMN 

HR-MAS de 1H 

considerando 4, 5 

e 6 kHz. 

Análise de RMN HR-MAS 

de 1H após 0, 10, 30 e 60 

min. de encharcamento da 

amostra. 
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em tempo de aquisição (AQ) de 3,85 s e temperatura de 293 K. Durante a aquisição, 

as amostras foram giradas a uma velocidade de 5 kHz, inclinadas no ângulo mágico 

de 54,74° (Figura 13 – Pág. 68). 

 A sintonia (matching e tunning) para o 1H e o ajuste da homogeneidade do 

campo magnético espacialmente (shimming) foram realizados para cada análise. O 

tempo experimental total foi de 35 min para cada amostra incluindo o tempo utilizado 

para o empacotamento do rotor. As análises foram realizadas em duplicata conferindo 

um conjunto amostral de 248 espectros. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13 – Esquema da metodologia utilizada para aquisição dos experimentos. 

 

 

3.4 EXPERIMENTOS BIDIMENSIONAIS POR RMN EM SOLUÇÃO 

 

Para confirmação inequívoca dos constituintes químicos, experimentos 

bidimensionais foram realizados por meio de RMN em solução. Para isto, 50 mg de 

cada amostra de Baccharis (B. articulata, B. junciformis, B. milleflora B. myriocephala 

e B. trimera) foram submetidos a microextração diretamente em 650 μL de CD3OD 

(0,05% de TMS), sonicadas por 10 min, seguida de centrifugação por 10 min. O 

sobrenadante (600 uL) foi transferido a tubos de RMN de 5 mm para posterior análise 

(Figura 14 – Pág. 69).  

Folhas 
secas 

 N2(l) 
Moagem 

 rotor 50uL 
35uL de CD3OD 

10,0±0,5mg 

 T= 293 K 
 Giro = 5 kHz 
 θ = 54,74° 

Análise de 
RMN HR-MAS 

de 1H 

zgpr 
D1=1s; TD=64k; NS = 256 scans 
AQ=3,85 s; SW=8503Hz 
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Os experimentos bidimensionais de correlação 1H-1H (COSY), correlação 

direta 1H-13C (HSQC) e correlação a longa distância 1H-13C (HMBC) foram adquiridos 

em espectrômetro Bruker AVANCE III 600 operando a 14,1 Tesla, observando o 

núcleo de 1H e 13C a 600,13 e 150,13 MHz, respectivamente, equipado com uma 

sonda quadrinuclear de detecção inversa (1H/13C/15N/31P) de 5 mm e gradiente de 

campo no eixo z. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14 – Esquema da metodologia utilizada para aquisição dos experimentos através de RMN de 

solução. 

 

O experimento de RMN bidimensional de correlação 1H-1H (COSY) com filtro 

de duplo-quantum (DQF-COSY), foi realizado empregando a sequência de pulsos 

cosygpppqf. A aquisição foi feita com 2k de pontos em F2 com 8, 16 ou 32 transientes 

por cada um dos 128 incrementos em F1 para gerar a segunda dimensão e 

completado com zeros (zero filling) para 1k antes da transformada de Fourier. O tempo 

de espera entre os ciclos de pulsos sucessivos foi de 1,92 s.  

Por sua vez, o experimento de correlação direta 1H-13C (HSQC) foi realizado 

no modo sensível a fase empregando seleção de gradiente echo/antiecho-TPPI com 

sequência de pulsos hsqcetgpsisp2.2 desacoplado durante a aquisição. Os 

experimentos de HSQC foram realizados com tempo de espera de 1,0 s entre os 

pulsos. Na dimensão F2 foram utilizados 2k pontos e 16 ou 32 aquisições por cada 

um dos 256 incrementos em F1 para gerar a segunda dimensão completando com 

zeros (zero filling) para 1k anteriormente a transformada de Fourier. 

Já o experimento de correlação heteronuclear 1H-13C (HMBC) a longa 

distância (HMBC) foi adquirido com 2k pontos em F2, com 64 aquisições por cada um 

dos 312 incrementos em F1 para gerar a segunda dimensão, completados com zeros 

50,0 mg 
de 

amostra 

 600 uL de 
CD3OD 

 sonicação por 10 min. 
centrifugação por 10 min. 

Análise de 
experimentos 

bidimensionais 



70 
 

 

(zero filling) para 2k anteriormente a transformada de Fourier. A sequência de pulsos 

hmbcgplpndqf foi utilizada sem desacoplamento, porém com filtro de 1JH,C para 

eliminar acoplamentos a uma ligação e otimizado para observação de constante de 

acoplamento a longa distância de 8 Hz. 

 

 

3.5 ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS 

 

Para análise de componentes principais (PCA) e análise discriminante por 

mínimos quadrados parciais (PLS-DA) do conjunto amostral constituído pelos 

espectros de RMN HR-MAS de 1H, utilizou-se o programa computacional AMIX® 

(versão 3.9.12, Bruker BioSpin). Da mesma forma, foram realizadas análises PLS-DA 

e modelagem independente e flexível por analogia de classes (SIMCA) através da 

transposição dos espectros organizados no software Origin Pro 8 (OriginLab) 

exportados como ASCII para o software MATLAB® (versão 7.0.1, Math Work Inc.), 

empregando-se PLS-Toolbox 3.0 (Eigenvector Research). 

 

 

3.5.1. Processamento, ajuste e transformação dos espectros 

 

Inicialmente, os espectros foram processados no programa TopSpin (versão 

3.1, Bruker BioSpin) aplicando uma multiplicação exponencial do tipo Lorentziana 

sobre os FIDs por um fator (LB) de 0,3 Hz, seguido da transformada de Fourier 

utilizando preenchimentos com zeros (zero filling) para 64k pontos. Em seguida, os 

deslocamentos químicos foram referenciados em relação ao sinal do TMS em δ 0,00. 

A fase e linha de base dos espectros foram corrigidas manualmente.  

Posteriormente, os espectros foram convertidos em buckets com auxílio do 

software AMIX. Para isto, os espectros foram divididos em pequenos intervalos 

variando de 0,01, 0,02, 0,04 e 0,05 ppm. A área de cada intervalo foi calculada 

empregando o modo especial de integração do programa AMIX e normalizados em 

relação a área total dos sinais (Figura 15 – Pág. 71). 
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Os buckets foram construídos com o propósito de reduzir a dimensionalidade 

dos dados, uma vez que os espectros foram construídos com 64k pontos e um mesmo 

sinal é representado por inúmeros pontos. 

 

 
 

 

 

 

 
Figura 15 – Transformação dos espectros em buckets. 

 

 

3.5.2 Análise de Componentes Principais (PCA) 

 

As análises quimiométricas foram realizadas avaliando toda a região espectral 

(δ 11,30-0,30), bem como, somente a região de hidrogênios alifáticos (δ 4,80-0,30) ou 

aromáticos (δ 11,30-6,00). Quando necessário, as regiões correspondentes aos sinais 

residuais de CHD2OD (δ 3,34-3,29) e água (δ 5,00-4,80) foram excluídas. 

Após a construção das matrizes de dados, os mesmos foram submetidos a 

análises de PCA avaliando-se três diferentes pré-processamentos, dados centrados 

na média, autoescalamento e escalamento por Pareto (Figura 16 – Pág. 72). A 

qualidade do conjunto amostral foi realizada a partir da detecção de amostras 

anômalas através dos gráficos de hotelling T2 e influence plot. 

A discriminação ou agrupamento das amostras foram observados através dos 

gráficos de scores. A identificação dos metabólitos responsáveis pela separação entre 

os grupos foi realizada através dos gráficos de loadings que evidenciam a relação 

entre as variáveis através do peso ou importância relativa de cada bucket, isto é, de 
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cada deslocamento químico. Os metabólitos responsáveis pela variância dos dados 

foram atribuídos com base em experimentos bidimensionais de RMN em solução e 

comparação com dados da literatura. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16 – Esquema da metodologia utilizada para otimização das análises quimiométricas. 

Espetros de RMN HR-MAS de 1H das 
espécies de Baccharis 

 Multiplicação exponencial do FID; 
 Transformada de Fourier; 
 Correção da linha de base; 
 Ajuste da fase dos espectros. 

Região selecionada do espectro 
(δ 11,30-0,30) 

 Regiões excluídas (3,34-3,29 ppm; 
5,00-4,80 ppm); 

 Geração de buckets. 

Buckets testados 
(0,01; 0,02; 0,04; 0,05 ppm) 

 Normalização 

Modo Especial de 
Integração  

 Transformação das linhas 

Escalamento em relação 
a área total 

 Pré-processamento nas colunas 

Dados Centrados na 
Média Autoescalamento Escalamento por 

Pareto 

Regiões testadas 
δ 4,80-0,30; 

δ 11,30-6,00; 
δ 11,30-0,30. 

PCA PLS-DA SIMCA 

Regiões testadas 
δ 11,30-0,30 



73 
 

 

3.5.3 Classificação das amostras por PLS-DA   

 

O objetivo da PLS-DA foi criar modelos de classificação e verificar a 

capacidade preditiva destes em classificar novas amostras (conjunto de validação), 

assim como determinar a autenticidade das amostras comerciais. O estabelecimento 

de modelos através da PLS-DA foi realizado empregando 75% das amostras de 

Baccharis (147 espectros) para compor o conjunto de calibração e 25% (49 espectros) 

foram reservadas para validação externa (Tabela 4, Figura 17 – Pág. 73-74). 

 
Tabela 4 – Quantidade de amostras empregadas nos PLS-DA. 

Espécie 
Quantidade de amostras 

Calibração Validação 
B. articulata 39 13 (01-13) 

B. junciformis 15 5 (14-18) 
B. milleflora 14 4 (19-22) 

B. myriocephala 39 13 (23-35) 
B. trimera 40 14 (36-49) 
 

Foram construídos cinco modelos por PLS-DA com o mesmo conjunto 

amostral, cuja diferença consistiu na alteração das classes (Tabela 5 – Pág. 73). 

Nestes, a matriz X apresenta informações acerca das amostras (147 X 220) e a matriz 

Y possui o número de linhas igual ao número de amostras, enquanto a coluna 

representa as classes das amostras do conjunto de calibração (147 X 1) (Figura 17 – 

Pág. 74). 

 
    Tabela 5 – Classes definidas para cada modelo PLS-DA. 

Espectros/Modelos Classes 
M1 M2 M3 M4 M5 

B. trimera 1 0 0 0 0 
B. myriocephala 0 1 0 0 0 

B. articulata 0 0 1 0 0 
B. junciformis 0 0 0 1 0 
B. milleflora 0 0 0 0 1 

 

A construção dos modelos foi acompanhada por validação cruzada (leave one 

out). O número de variáveis latentes foi determinado pelo gráfico de número de LVs 

versus RMSECV a partir da matriz X do conjunto de calibração. Para garantir a 

qualidade dos conjuntos de calibração foi realizada a detecção de amostras anômalas 

através do gráfico de leverage versus resíduos de Students, cujo limite de resíduos é 
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igual a ± 2,5 e limite de leverage foi determinado através da equação 3xLV/n explicada 

no item 1.3.2.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17 – Esquema da metodologia utilizada para otimização da análise discriminante pelo método 

de mínimos quadrados parciais (PLS-DA). 
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A qualidade do modelo foi avaliada baseando-se na Raiz Quadrática do Erro 

Quadrático Médio de Calibração (RMSEC), Raiz Quadrática do Erro Quadrático Médio 

de Validação Cruzada (RMSECV) e no coeficiente de determinação (R²). A eficiência 

dos modelos foi avaliada através da previsão das amostras da validação externa 

empregando o valor limite entre as classes (threshold) para classificar a amostra como 

pertencente ou não a uma determinada classe. Os modelos considerados satisfatórios 

foram utilizados para previsão das amostras comerciais. 

 

3.5.4. Classificação das amostras através do SIMCA 

 

A classificação pelo SIMCA é um método baseado no PCA modelado para 

cada classe do conjunto de calibração. A modelagem SIMCA foi realizada mediante a 

análise das matrizes utilizadas no PLS-DA mencionadas no item 3.5.3, empregando 

as mesmas amostras. No entanto, as classes foram determinadas considerando 5 

classes diferentes (Tabela 6 – Pág. 75). Os modelos foram construídos variando o 

pré-processamento dos dados, assim como, avaliando a habilidade dos modelos em 

classificar corretamente as amostras de validação. 
 
Tabela 6 – Classes definidas para o modelo SIMCA. 

Espécie Classe Quantidade de amostras 
Calibração Validação 

B. articulata 1 39 13 (01-13) 
B. junciformis 2 15 5 (14-18) 
B. milleflora 3 14 4 (19-22) 

B. myriocephala 4 39 13 (23-35) 
B. trimera 5 40 14 (36-49) 
 

As amostras desconhecidas (comerciais) foram comparadas aos modelos de 

classes e atribuídas com base na similaridade entre estas e as amostras do conjunto 

de calibração. O número de componentes principais para cada classe foi escolhido 

levando em consideração a porcentagem de variância explicada para cada 

componente principal. 

O poder de discriminação dos modelos SIMCA em distinguir as classes foi 

avaliado utilizando a “distância entre classes” (T2) e os “resíduos entre classes” (Q). A 

atribuição de uma amostra teste a uma dada classe foi baseada na projeção da 
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mesma no gráfico dos escores e sua distância das fronteiras da classe em questão. 

Este procedimento foi repetido para todas as classes. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

4.1. OTIMIZAÇÃO DOS EXPERIMENTOS DE RMN HR-MAS DE 1H 

 

O desenvolvimento de uma metodologia direcionada a investigação da 

autenticidade de espécies morfologicamente semelhantes é extremamente importante 

para garantir a eficiência e qualidade de plantas medicinais utilizadas na saúde 

pública. Assim, a otimização dos experimentos de RMN HR-MAS de 1H consistiu na 

avaliação de diversos parâmetros, como: solvente adequado para encharcamento 

(CDCl3, CD3OD e D2O), condições de secagem, sequências de pulsos (cpmgpr1d, 

noesypr1d e zgpr), otimização dos parâmetros da sequência de pulsos, números de 

promediações (NS igual a 64, 128, 256 e 512) e estabilidade da amostra (tempo de 

encharcamento e exposição da amostra ao ambiente). 

 

 

4.1.1 Avaliação do Estado da Amostra 

 

Espera-se que uma planta medicinal apresente os princípios ativos e 

metabólitos responsáveis por suas propriedades biológicas. Desta forma, métodos de 

secagem são necessários para garantir que o produto comercializado apresente tais 

compostos, pois os princípios ativos podem diminuir em função do aumento do teor 

de umidade da planta. Além disso, a umidade pode facilitar a proliferação de 

microrganismos (fungos e bactérias) no material.  

A redução da umidade ou desidratação inibe a atividade enzimática, 

retardando o processo de deterioração, preservando características como cor, aroma, 

composição química (teor de princípios ativos) indicando uma boa qualidade do 

material. A análise das amostras frescas (recém coletadas), secas a temperatura 

ambiente e a temperatura controlada não apresentou diferenças significativas na 

composição química entre as amostras. Isso significa que os processos de secagem 

são brandos o suficiente para não afetar as propriedades medicinais, isto é, não há 

degradação dos flavonoides, que correspondem aos princípios ativos (Figura 18 – 

Pág. 79). 
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As amostras secas à temperatura ambiente apresentaram uma maior 

quantidade de metabólitos. Dessa forma, a secagem por duas semanas a temperatura 

ambiente foi a estratégia escolhida para secagem das amostras (Figura 18 – Pág. 

79). No entanto, a diferença observada pode ser relativa a presença de água nas 

amostras frescas, o que resultou em uma menor massa efetiva durante a amostragem.  
 

 
Figura 18 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera (400 MHz, CD3OD). 

 

 

4.1.2 Avaliação do Solvente 

 

A RMN HR-MAS é considerada como uma ferramenta rápida para detectar os 

principais metabólitos existentes em uma matriz heterogênea encharcados em 

solventes específicos cuja finalidade consiste em aumentar a mobilidade molecular. 

Quanto maior a mobilidade molecular maior a resolução espectral e interação dos 

metabólitos existentes na estrutura celular do material vegetal, o que pode aumentar 

a afinidade soluto-solvente. Sendo assim, nenhum processo de extração é necessário, 

Secas por duas semanas a temperatura ambiente 

Secas em estufa a 45°C por dois dias 

Amostra fresca  
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minimizando as reações químicas com o solvente, que podem ocorrer nos métodos 

de extração tradicionais (FLORES et al., 2018). 

A escolha do solvente em análises de RMN HR-MAS depende do tipo de 

amostra e da informação requerida (FAROOQ et al., 2013). A composição química de 

espécies de Baccharis é descrita na literatura pela presença de flavonoides, 

diterpenos, bem como, mono e sesquiterpenos em óleos essenciais (VERDI et al., 

2005; CAMPOS et al., 2016). Devido a composição química diversificada das espécies 

desse gênero foram avaliados solventes deuterados com diferentes polaridades 

(CDCl3, CD3OD e D2O). 

A análise dos espectros de RMN HR-MAS de 1H permitiu observar espectros 

com maior quantidade de sinais, portanto, mais informativos utilizando os solventes 

D2O e CD3OD (Figuras 19 e 20 – Pág. 81). Ampliando-se a regiões dos espectros em 

δ 11,50-5,50 e δ 3,00-0,50 nota-se que os espectros de amostras encharcadas com 

D2O e CD3OD apresentam resoluções semelhantes, devido a interação mais eficiente 

entre os metabólitos que estão presentes na estrutura celular e o solvente (Figura 20 

– Pág. 81).  

No entanto, aqueles obtidos em CD3OD apresentaram maior quantidade de 

sinais, bem como, maior dispersão dos sinais (Figuras 19 e 20 – Pág. 81). Quanto 

maior a dispersão dos sinais nos espectros de RMN HR-MAS, mais fácil será a 

identificação dos metabólitos e, por consequência, das espécies de Baccharis. Da 

mesma forma, a dispersão dos sinais será importante para as análises 

quimiométricas. 
Desta forma, o CD3OD foi escolhido por apresentar espectros mais 

informativos acerca da matriz estudada (Figuras 19 e 20 – Pág. 81). 
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Figura 19 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H de Baccharis utilizando diferentes solventes (400 MHz). 

 

 

 
Figura 20 – Ampliação das regiões entre δ 11,00-5,50 e δ 3,00-0,50 dos espectros de RMN HR-MAS 

de 1H de Baccharis utilizando diferentes solventes (400 MHz).  
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4.1.3 Avaliação de Parâmetros de Aquisição 

 

A obtenção de informações relevantes sobre a matriz e eliminação de sinais 

que obstruem o espectro, bem como sinais provenientes de troca química, por 

exemplo, entre D2O e H2O ou residuais de água pode ser obtida através da pré-

saturação (LIÃO et al., 2010). A pré-saturação corresponde ao procedimento 

comumente utilizado para minimizar ou eliminar sinais intensos de solventes, sendo 

realizada através da aplicação de uma onda contínua de baixa potência na frequência 

de ressonância do sinal selecionado antes do registro do sinal ou FID. 

Foram investigadas três sequências de pulsos para pré-saturação do sinal 

residual de H2O: cpmgpr1d, noesypr1d e zgpr, cujo desempenho foi avaliado na 

eficiência de saturação, resolução dos sinais e perfil espectral (Figura 21 – Pág. 83). 

A sequência de pulsos zgpr é compreendida por RD-90°-FID, cujo RD representa o 

tempo de espera D1. Trata-se de uma sequência considerada simples cujo sinal a ser 

suprimido é irradiado seletivamente durante o tempo de espera (Figura 21 – Pág. 83).  

Por sua vez, a sequência noesypr1d é dada por RD-90°-t1-90°-tm-90°-FID, 

onde t1 corresponde ao primeiro incremento em um experimento NOESY e 

corresponde a um intervalo fixo de 4,0 μs, enquanto tm é o tempo de mistura (D8). Na 

sequência noesypr1d, a frequência de ressonância do sinal a ser suprimido é irradiado 

seletivamente através de ondas contínuas tanto durante o tempo de relaxação, quanto 

no tempo de mistura (Figura 21 – Pág. 83).  

Já a cpmgpr1d consiste em uma sequência de ecos de spin [90°-(τ-180°-τ)n-

FID], 2τn, onde τ representa os intervalos (D20) entre os pulsos de 180° e n o número 

de vezes (L4) em que a sequência é repetida, nesse caso, foram testados entre 4, 10 

e 20 loops, e empregado valores de τ entre 1 e 2 ms (Figura 21 – Pág. 83). A 

sequência cpmgpr1d corresponde a uma sequência Carr-Purcell-Meiboom-Gill 

(CPMG) modificada em que um pulso de pré-saturação foi incluído, cujo sinal que se 

deseja suprimir é irradiado seletivamente através de uma onda contínua propiciando 

um ajuste do ganho do receptor do equipamento. Já o trem de pulsos da CPMG 

permite a eliminação de sinais de moléculas com tempo de relaxação T2 curto, 

geralmente macromoléculas, possibilitando visualizar sinais de moléculas com baixa 

massa molecular. 

 

 



83 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21 – Sequências de pulsos avaliadas. 

 

 

As três sequências de pulsos investigadas foram eficientes na saturação do 

sinal da água (Figura 22 – Pág. 84). No entanto, a sequência noesypr1d afetou os 

sinais próximos ao sinal residual de água (δ 5,00 a 4,60), bem como apresentou menor 

relação sinal/ruído (S/R = 109,2) (Figuras 22 e 23 – Pág. 84-85). Esta menor relação 

S/R comparada às sequências cpmgpr1d (S/R= 146,4) e zgpr (S/R = 172,0) sugere 

que a força do campo magnético não estava uniforme em toda amostra e, como 

consequência, os diferentes núcleos alcançaram a condição de ressonância em 

diferentes frequências resultando em uma menor S/R. A sequência cpmgpr1d não 

apresentou ganho significativo a relação S/R quando comparada a sequência zgpr. 
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Dessa maneira, a sequência zgpr foi escolhida para o desenvolvimento do 

trabalho, pois apresentou resultados significativos permitindo a saturação do sinal da 

água efetivamente sem interferir nos sinais próximos do sinal residual da água, assim 

como maior relação S/R (Figura 23 – Pág. 85).  

 

 

 
Figura 22 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera utilizando as sequências de pulsos 

investigadas (400 MHz, CD3OD). 

 

Por fim, a avaliação do número de promediações foi realizada empregando 

64, 128, 256 e 512 transientes, respectivamente (Figura 24 – Pág. 85). Embora seja 

observada uma melhora na relação S/R quando se aumenta o número de transientes, 

nem sempre é vantajoso escolher a maior razão, uma vez que o aumento no tempo 

de análise é proporcional ao número de transientes. Desta maneira, foi escolhido o 

valor de 256 transientes por apresentar uma boa relação sinal/ruído e um tempo de 

aquisição de 22 minutos (Figuras 24 e 25 – Pág. 85-86). Além disso, a intensidade 

do sinal obtido com 256 transientes é suficiente para permitir a atribuição dos sinais e 

apresenta perfil espectral semelhante ao observado ao espectro adquirido com 512 

transientes. 
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Figura 23 – Ampliação das regiões entre δ 5,50-4,20 dos espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. 

trimera, mostrando a qualidade de saturação do sinal residual de água empregando as sequências de 

pulsos investigadas (400 MHz, CD3OD). 

 
Figura 24 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera adquiridos com diferentes números de 

promediações (400 MHz, CD3OD). 
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Figura 25 – Ampliação da região entre δ 8,00-6,00 dos espectros de RMN HR-MAS de 1H de Baccharis 

adquiridos em diferentes números de promediações (400 MHz, CD3OD). 

 

4.1.4 Avaliação da Estabilidade da Amostra 

 

A estabilidade da matriz foi analisada através da obtenção de espectros em 

0, 2 e 4 h após a retirada do freezer, “swelling” (encharcamento) durante 0, 10, 30 e 

60 min, assim como, mediante a aquisição de espectros de RMN HR-MAS de 1H 

variando a velocidade de giro do rotor (4-6 kHz).  

O encharcamento está relacionado ao tempo necessário para promover maior 

contato entre a amostra e o solvente visando garantir maior mobilidade molecular. Por 

sua vez, a avaliação da velocidade de giro do rotor é um parâmetro importante a ser 

investigado, pois a rotação a altas velocidades pode acarretar em danos mecânicos e 

aquecimento da amostra, resultando em problemas de reprodutibilidade dos 

espectros, podendo prejudicar as análises quimiométricas.  

Os espectros adquiridos até 4h após a retirada do freezer não apresentaram 

alterações no perfil químico (Figuras 26 e 27 – Pág. 87). Da mesma maneira, não 

foram verificadas variação do perfil químico entre os espectros adquiridos com 

encharcamento de 0, 10, 30 e 60 min e giro de 4-6 kHz (Figuras 28 e 29 – Pág. 88). 
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Figura 26 – Ampliação da região entre δ 4,00-0,50 dos espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera 

adquiridos em diferentes tempos após retirada do freezer (400 MHz, CD3OD). 

 

 

Figura 27 – Ampliação da região entre δ 8,50-5,00 dos espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera 

adquiridos em diferentes tempos após retirada do freezer (400 MHz, CD3OD). 
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Figura 28 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera adquiridos com diferentes tempos de 

encharcamento (400 MHz, CD3OD). 

 
Figura 29 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera adquiridos com diferentes velocidades de 

giro (400 MHz, CD3OD). 
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4.1.5 Avaliação do Preparo de Amostra 

 

A etapa que envolve o preparo de amostra deve ser realizada com cautela e 

levando-se em consideração a matriz que está sendo investigada. O ideal é que o 

procedimento seja conduzido a baixas temperaturas para evitar alterações dos 

metabólitos devido ao estresse da planta (PONTES et al., 2017). Além disso, segundo 

Santos et al. (2015), a preparação de amostras para dados de HR-MAS para análises 

quimiométricas é desafiadora devido a dificuldades de reprodutibilidade durante o 

processo de empacotamento do rotor. Para contornar este problema, é importante 

determinar a quantidade de amostra e solventes de tal forma que o rotor fique bem 

preenchido, mas não haja extravasamento do material. 

Visando obter resultados reprodutíveis, os espectros foram adquiridos de 

forma a obter perfis similares entre as espécies investigadas e um bom ajuste da 

homogeneidade do campo magnético (shimming), garantindo uma reprodutibilidade 

satisfatória. Na RMN HR-MAS existem regiões de conservação de susceptibilidade 

magnética na interface rotor/amostra, ao longo do eixo do rotor e nas interfaces 

superior e inferior. Como o rotor está sujeito a perturbações magnéticas, ao girar 

juntamente com a amostra, o efeito da susceptibilidade magnética torna-se ausente 

na mesma, devido ao giro no ângulo mágico a altas velocidades. Essa propriedade 

torna o shimming ideal na RMN HR-MAS independente da amostra e do solvente 

utilizado, contanto que o rotor esteja posicionado corretamente dentro da sonda e que 

o volume observado seja o mesmo (PIOTTO et al., 2005).  

Dessa forma, os espectros de RMN HR-MAS de 1H das diferentes amostras 

de Baccharis empregando a metodologia descrita na parte experimental permitiu-nos 

observar a qualidade dos espectros obtidos verificando a qualidade do shimming por 

meio do monitoramento do sinal do TMS (Figura 30 – Pág. 90). 
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Figura 30 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H de diferentes espécies de Baccharis (400 MHz, CD3OD). 
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4.2 PERFIL ESPECTRAL DAS ESPÉCIES DE Baccharis (ASTERACEAE) 

 

A autenticidade e o controle de qualidade de plantas medicinais e fitoterápicos 

geralmente é baseado na observação de marcadores químicos. No entanto, nem 

sempre a existência de marcadores na planta é uma garantia da qualidade do produto, 

pois alguns compostos podem ser facilmente adicionados ao material vegetal. Além 

disso, dependendo da técnica analítica empregada para tal avaliação não se observa 

a existência de impurezas no material vegetal.  

Assim, o perfil espectral obtido por RMN HR-MAS pode ser um método 

eficiente de avaliação da autenticidade e controle de qualidade, uma vez que é 

possível observar todos os metabólitos representativos da matriz investigada em um 

único espectro. A avaliação simplificada das características morfológicas de espécies 

vegetais pode levar a uma classificação botânica equivocada entre espécies 

morfologicamente similares, como ocorre com as espécies de Baccharis.  

A identificação botânica de espécies vegetais é realizada em espécies 

floridas. No entanto, amostras coletadas fora da época de floração, bem como, a 

moagem do material impossibilita a identificação adequada do material vegetal. Neste 

sentido, a análise de espectros de RMN HR-MAS pode fornecer informações 

relevantes o suficiente para auxiliar na autenticidade de plantas medicinais 

comercializadas como de B. trimera. 

Uma vez estabelecido o protocolo de análises, espectros de RMN de HR-MAS 
1H foram obtidos para as amostras de referência previamente identificadas por um 

especialista no gênero, bem como, amostras comerciais. O perfil espectral das 

diferentes espécies de Baccharis investigadas neste trabalho permitiu observar 

similaridades químicas entre elas, principalmente entre as espécies B. trimera e B. 

myriocephala (Figuras 31 e 32 – Pág. 92). A análise visual permitiu-nos evidenciar 

que a composição química dessas espécies é rica em compostos alifáticos, ácidos 

graxos, aminoácidos, bem como, compostos aromáticos (Figuras 31 e 32 – Pág. 92). 
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Figura 31 – Espectros de RMN HR-MAS de 1H das espécies de Baccharis investigadas neste trabalho 

(400 MHz, CD3OD). 

 
Figura 32 – Ampliação da região entre δ 11,50-6,00 dos espectros de RMN HR-MAS de 1H de 

diferentes espécies de Baccharis (400 MHz, CD3OD). 
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A análise visual dos espectros torna-se laboriosa e em muitos casos 

inconclusiva, devido à presença de muitos compostos, gerando informações de 

grande complexidade em virtude da grande quantidade de sinais. (Figuras 31 e 32 – 

Pág. 92). Com a finalidade de analisar esses dados, a quimiometria tem se mostrado 

uma ferramenta útil, tornando possível verificar correlações entre as espécies 

investigadas e encontrar possíveis compostos que permitam diferenciar essas 

espécies, pois reduz a complexidade dos dados evidenciando informações relevantes. 

Além disso, somente B. trimera é reconhecida pela Farmacopeia Brasileira 5ª edição 

e pela RENISUS por possuir propriedades medicinais. 

O conhecimento da matriz investigada anteriormente a análise quimiométrica 

é de suma importância, pois pode facilitar a identificação de metabólitos que 

apresentam importância na discriminação observada na análise quimiométrica. 

A análise do espectro de RMN HR-MAS revelou a presença de sinais em δ 

5,72 e 5,80 (2H, m) atribuídos a hidrogênios olefínicos, bem com os simpletos 

representativos grupos metílicos em δ 1,73 (3H, sl) e δ 1,99 (3H, s) característicos do 

acetato de carquejila nas espécies B. trimera e B. myriocephala. Observou-se ainda a 

presença de sinais atribuídos aos hidrogênios metilênicos de ácidos graxos em δ 1,28 

e 1,31 (Figuras 33 e 34 – Pág. 94-95). O acetato de carquejila é constantemente 

encontrado nos óleos essenciais de B. trimera (SIMÕES-PIRES et al., 2005a; 

MINTEGUIAGA et al.; 2018). No entanto, é relatado pela primeira vez em B. 

myriocephala. 

Por sua vez, a análise da região aromática das espécies B. trimera e B. 

myriocephala mostrou a presença de sinais característicos dos flavonoides 3-O-

metilquercetina, quercetina e canferol devido à existência de três pares de dupletos 

condizentes com o anel A de flavonoides em δ 6,21 e 6,41 (d, J = 2,2 Hz), δ 6,18 e 

6,39 (d, J = 2,0 Hz), δ 6,22 e 6,40 (d, J = 2,0 Hz), respectivamente. Além disso, foi 

observado dupletos em δ 6,90 (d, J = 2,2 Hz), 7,53 (dd, J = 8,5 e 2,2 Hz), δ 7,62 (d, J 

= 2,2 Hz) e δ 6,90 (d, J = 8.9 Hz), típicos do anel B desses flavonoides. A diferença 

entre a 3-O-metilquercetina e quercetina reside no anel C, pois na quercetina é 

observada uma hidroxila em C-3, enquanto a 3-O-metilquercetina possui uma metoxila 

na referida posição (Figuras 33 e 34 –Pág. 94-95).  

A presença do dupleto em δ 8,06 (2H, d, J = 8,9 Hz) pode ser atribuído ao 

hidrogênio do sistema para-substituído do canferol, enquanto a 3-O-metilquercetina e 

quercetina foram identificadas anteriormente na espécie B. trimera (VERDI et al., 
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2004; SIMÕES-PIRES et al., 2005). Estes compostos não foram identificados nas 

outras espécies estudadas neste trabalho. 

A presença da quercetina e 3-O-metilquercetina corrobora com a identificação 

de B. trimera recomendada pela Farmacopeia Brasileira através do método clássico 

baseado em cromatografia em camada delgada analítica (CCDA) (ANVISA, 2010). No 

entanto, a existência desses compostos nas amostras não significa que outras plantas 

não foram adicionadas, uma vez que estes flavonoides não são específicos de B. 

trimera. Desta maneira, identificar esses flavonoides em B. trimera não é garantia de 

autenticidade do produto.  

 

 

 
Figura 33 – Ampliação da região entre δ 4,50-0,50 dos espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera 

(400 MHz, CD3OD). 
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Figura 34 – Ampliação da região entre δ 11,50-4,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera 

(400 MHz, CD3OD). 

 

 
Figura 35 – Ampliação da região entre δ 4,50-0,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. milleflora 

(400 MHz, CD3OD). 
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A análise do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. milleflora revelou a 

presença de dois pares de dupletos em δ 6,52 e 7,97 (d, J = 16,2 Hz), e δ 6,02 e 6,96 

(d, J = 12,6 Hz), relacionados aos hidrogênios em C-7 e C-8 do trans e cis-

melilotosídeo, respectivamente (Figura 36 – Pág. 96). Observou-se ainda a existência 

de um sistema para-substituído em δ 6,95 e 7,83 (d, J = 8,8 Hz), bem como, um 

simpleto em δ 6,58 atribuídos a apigenina, enquanto o simpleto em δ 7,34 pode ser 

atribuído ao ácido siríngico (Figura 36 – Pág. 96).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 36 – Ampliação da região entre δ 11,50-4,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. milleflora 

(400 MHz, CD3OD). 
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As amostras de B. articulata provenientes do Rio Grande do Sul apresentaram 

sinais intensos em toda a região espectral (Figuras 31 e 32 – Pág. 92). Foram 

observados simpletos em δ 3,85, 3,84 e 3,83, representativos de grupos metoxílicos 

(Figura 36 – Pág. 96). Verificou-se ainda, a presença de sinais típicos de ligações 

duplas trans em δ 6,30 e 7,58 (d, J = 15,9 Hz) atribuídos ao H-7 e H-8 do cafeato de 

4'-O-β-glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzila (BaII), bem como três simpletos em δ 6,75, 

6,73 e 6,70, cuja integração refere-se a 2 hidrogênios, respectivamente (Figuras 37 e 

38 – Pág. 97-98). Diante das observações verificadas no espectro em comparação 

com dados da literatura foi possível a presença dos compostos cafeato de 4'-O-β-

glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzila (BaII), carbonato de 4-O-β-glucopiranosil-3,5-

dimetoxibenzil-tetraidro-2H-piran-2-il-acetil (BaIII) e 4-O-β-glucopiranosil-3,5-

dimetoxibenzil-metanol (BaIV) (Figuras 37 e 38 – Pág. 97-98) (OLIVEIRA et al., 2003; 

OLIVEIRA, 2008). 

 

 
Figura 37 – Ampliação da região entre δ 4,50-0,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. articulata 

(RS) (400 MHz, CD3OD). 
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Figura 38 – Ampliação da região entre δ 11,5-4,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. articulata 

(RS) (400 MHz, CD3OD). 

 
Figura 39 – Ampliação da região entre δ 4,50-0,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. articulata 

(PR) (400 MHz, CD3OD). 
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Da mesma forma que a espécie B. milleflora, a espécie B. articulata 

proveniente do estado do Paraná revelou sinais característicos de sistema para-

substituído em δ 6,93 e 7,84 (d, J = 8,8 Hz), típico do anel C, assim como um simpleto 

em δ 6,59, atribuído ao hidrogênio em C-3 da apigenina (Figuras 40 – Pág. 99). Além 

da apigenina, observou-se a existência de sinais relativos às ligações duplas trans em 

δ 7,28 e 7,58 (d, J = 15,9 Hz), e δ 6,38 e 7,61 (d, J = 15,9 Hz), característicos do ácido 

3,5-dicafeioilquínico.  

 
 

 
Figura 40 – Ampliação da região entre δ 11,50-4,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. articulata 

(PR) (400 MHz, CD3OD). 
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Figura 41 – Ampliação da região entre δ 4,50-0,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. 

junciformis (400 MHz, CD3OD). 

 

 

 

 

 
Figura 42 – Ampliação da região entre δ 11,50-5,50 do espectro de RMN HR-MAS de 1H de B. 

junciformis (400 MHz, CD3OD). 
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Dessa forma, a análise do perfil espectral das espécies de Baccharis 

investigadas neste trabalho permitiu observar que estas são caracterizadas por 

apresentar sinais nas regiões aromática e alifática. As espécies de B. trimera e B. 

myriocephala podem ser caracterizadas pela presença do monoterpeno acetato de 

carquejila, e dos flavonoides quercetina, 3-O-metilquercetina e canferol. Estes 

compostos não foram observados nas outras espécies. 

A presença do trans e cis-melilotosideo, assim como do ácido siríngico foi 

constatada somente em B. milleflora. Por sua vez, o flavonoide apigenina foi 

observado em B. articulata e B. milleflora. No entanto, os compostos cafeato de 4'-O-

β-glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzila (BaII), carbonato de 4-O-β-glucopiranosil-3,5-

dimetoxibenzil-tetrahidro-2H-piran-2-il-acetil (BaIII) e 4-O-β-glucopiranosil-3,5-

dimetoxibenzil-metanol (BaIV) foram identificados unicamente em B. articulata. Já o 

ácido 3,5-dicafeoilquínico foi observado em B. junciformis e B. articulata, enquanto o 

ácido cafeico foi identificado somente em B. junciformis. Os metabólitos identificados 

confirmam que estas espécies correspondem a uma fonte rica de compostos fenólicos 

e alifáticos (monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos), corroborando com o que 

tem sido observado na literatura.  
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4.3 CONFIRMAÇÃO ESTRUTURAL DOS METABÓLITOS IDENTIFICADOS 

POR RMN HR-MAS 

 

Os metabólitos identificados através dos espectros de RMN HR-MAS de 1H 

foram atribuídos com auxílio de experimentos bidimensionais obtidos por RMN em 

solução, tais como, 1H-1H (COSY), mapas de correlação direta 1H-13C (HSQC) e 

correlação a longa distância 1H-13C (HMBC). O espectro de RMN de 1H em solução 

permitiu verificar a presença de sinais além dos observados no perfil espectral obtido 

por RMN HR-MAS de 1H, como resultado do processo de extração realizado em 

solução (Figura 43 – Pág. 102).  

 

 

 

 
Figura 43 – Espectro de RMN de 1H de B. trimera (600 MHz, CD3OD). 
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distância 1H-13C com os carbonos em C-2, C-8 e C-9 em δ 53,2 142,8 e 113,7 (Figura 
49 – Pág. 107), respectivamente. Observou-se ainda, a existência de hidrogênios 

metilênicos em δ 4,59, 4,90, 4,93 e 4,96 caracterizados por simpletos largos relativos 

a um hidrogênio cada, os quais apresentaram correlação direta com os carbonos em 

C-7 e C-9, cujos sinais mostraram correlação a longa distância com C-2 (Figura 44, 

48 e 49 – Pág. 103, 106-107). Os multipletos em δ 5,72 e 5,80 foram atribuídos aos 

hidrogênios metínicos ligados a C-4 e C-5 do acetato de carquejila devido a correlação 

direta com os carbonos em δ 127,6 e 130, 3, respectivamente (Figura 45 e 48, Tabela 
7 – Pág. 104, 106-107). 

 
 

 

 
Figura 44 – Ampliação da região entre δ 5,50-0,50 do espectro de RMN de 1H de B. trimera (600 MHz, 

CD3OD). 
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em δ 6,18 e 6,38 apresentaram correlação direta com os carbonos em δ 94,6 e 99,5, 

enquanto os hidrogênios em δ 6,21 e 6,41 mostraram correlação direta com os 

carbonos em δ 94,9 e 100,0, atribuídos como sendo os carbonos nas posições 6 e 8 

dessas substâncias (Figuras 48 – Pág. 106). A presença da metoxila em δ 3,78 (3H, 

s) foi confirmada devido a correlação a longa distância com o sinal em δ 139,6 (C-3) 

(Figura 49 – Pág. 107). Os dados espectrais analisados em comparação com a 

literatura confirmaram a presença da 3-O-metilquercetina (Figura 51, Tabela 8 – Pág. 

108) e quercetina (Figura 52, Tabela 9 – Pág. 109).  
Foram observados a presença de dois dupletos em δ 7,62 (1H, d, J = 2,2 Hz) 

e 6,90 (1H, d, J = 8,5 Hz;), e um duplo dupleto em δ 7,53 (1H, dd, J = 8,5; 2,2 Hz), 

relativos aos hidrogênios em C-2’, C-5’ e C-6’, correlacionando diretamente com os 

carbonos em δ 116,6, 116,2 e 122,6, respectivamente (Figuras 46 e 48 – Pág. 105-

106), sendo estes atribuídos a 3-O-metilquercetina (Figura 51, Tabela 8 – Pág. 108). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 
Figura 45 – Ampliação da região entre δ 6,60-5,60 do espectro de RMN de 1H de B. trimera (600 MHz, 

CD3OD). 
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Verificou-se a presença de um composto com estrutura similar ao flavonoide 

quercetina, cuja diferença residiu no anel B, devido a existência de dois dupletos em 

δ 8,06 (2H, d, J = 8,9 Hz) e δ 6,91 (2H, d, J = 8,9 Hz) que apresentaram correlação 
1H-1H COSY, sendo estes característicos de acoplamento de segunda ordem do 

sistema para-substituído do flavonoide canferol (Figura 47 e 48 – Pág. 106). Os dados 

de RMN de 1H, 1H-1H COSY, 1H-13C HSQC e 1H-13C HMBC e comparações com dados 

da literatura confirmaram a presença do canferol nas amostras de B. trimera e B. 

myriocephala (Figura 53, Tabela 10 – Pág. 110). 
 

 

 

 
 

 

 

 
Figura 46 – Ampliação da região entre δ 8,20-6,60 do espectro de RMN de 1H de B. trimera (600 MHz, 

CD3OD). 
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Figura 47 – Mapa de correlação 1H-1H COSY de B. trimera (1H: 600 MHz; CD3OD). 

 
Figura 48 – Mapa de correlação direta 1H-13C HSQC de B. trimera (1H: 600 MHz; 13C: 150 MHz, 

CD3OD). 
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Figura 49 – Mapa de correlação a longa distância 1H-13C HMBC de B. trimera (1H: 600 MHz; 13C: 150 

MHz, CD3OD). 

 

 

 

 

 

 

Figura 50 – Estrutura do acetato de carquejila. 

Tabela 7 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do acetato de carquejila. 

Posição Acetato de Carquejila 
δ 1H (mult.)a δ 13Ca HMBC 

1  144,7  
2 3,44 (1H, m) 53,2 1 e 8 
3 4,24 (1H, m) 68,3 COOCH3 
4 5,80 (1H, m) 130,3 2 e 6 
5 5,72 (1H, m) 127,6  
6 2,76 (1H, m) e 2,80 (1H, m) 33,0 4 e 5 
7 4,59 (1H, m) e 4,93 (1H, m) 112,9 2 e 6 
8  142,8  
9 4,90 (1H, m) e 4,96 (1H, m) 113,7 2, 8 e 10 
10 1,73 (3H, sl) 23,1 2 e 9 

COOCH3 2,01 (3H, sl) 20,1 COOCH3 
COOCH3  173,2  

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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Figura 51 – Estrutura da 3-O-metilquercetina. 

 

Tabela 8 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} da 3-O-metilquercetina 

Posição 
3-O-metilquercetina Literatura 

(SAITO et al., 2005) 
δ 1H (mult., J em 

Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 
Hz)b δ 13Cb  

2  158,0   158,0 
3  139,6   139,5 
4     180,0 
5  163,0   163,0 
6 6,21 (1H, d, 2,2) 100,0 5, 7, 8 e 10 6,19 (1H, d, 2,4) 99,7 
7  166,0   165,9 
8 6,41 (1H, d, 2,2) 94,9 6, 9 e 10 6,38 (1H, d, 2,4) 94,7 
9  158,6   158,4 
10  105,9   105,8 
1’  123,0   122,3 

2’ 7,62 (1H, d, 2,2) 116,6 2, 3’, 4’ e 
6’ 7,62 (1H, d, 2,4) 116,4 

3’  146,6   146,5 
4’  149,9   149,9 
5’ 6,90 (1H, d, 8,5) 116,2 1’ e 3’ 6,90 (1H, d, 8,4) 116,5 

6’ 7,53 (1H, dd, 8,5 e 
2,2) 122,6 2, 2’ e 4’ 7,53 (1H, dd, 8,4 e 

2,4) 122,9 

3-OCH3 3,78 (3H, s) 60,7 3 3,78 (3H, s) 60,5 
a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. bDados comparados com a literatura Saito et al. (2005) (1H, 300 MHz e 13C, 75 
MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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Figura 52 – Estrutura da quercetina. 

 

Tabela 9 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} da quercetina. 

Posição 
Quercetina Literatura 

(SA et al., 2017) 

δ 1H (mult., J em Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 
Hz)b δ 13Cb  

2     147,1 
3     137,8 
4     175,3 
5     163,4 
6 6,18 (1H, d, 2,0) 99,5  6,18 (1H, d, 1,9) 97,8 
7     166,1 
8 6,38 (1H, d, 2,0) 94,9  6,39 (1H, d, 1,9) 93,1 
9     159,6 
10     102,7 
1’     122,2 
2’ 7,73 (1H, d, 2,3) 116,2 3’, 4’ e 6’ 7,73 (1H, d, 2,1) 114,6 
3’  146,3   144,0 
4’  148,7   147,1 
5’ 6,88 (1H, d, 8,5) 116,3 3’ e 4’ 6,88 (1H, d, 8,4) 114,7 

6’ 7,63 (1H, dd, 8,5 e 2,3) 121,7 2’ e 4’ 7,61 (1H, dd, 8,4 e 
2,1) 120,4 

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. bDados comparados com a literatura Sa et al. (2017) (1H, 500 MHz e 13C, 125 
MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm 
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Figura 53 – Estrutura do canferol. 

 

Tabela 10 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do canferol. 

Posição 
Canferol Literatura  

(ZUCCOLOTTO, 2017) 
δ 1H (mult., J em 

Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 
Hz)b δ 13Cb  

2  159,4   158,8 
3     137,2 
4     177,4 
5  163,0   163,0 
6 6,22 (1H, d, 2,2) 99,8 5, 7, 8 e 10 6,22 (1H, d, 2,1) 99,7 
7  166,0   166,0 
8 6,41 (1H, d, 2,2) 94,9 6, 7, 9 e 10 6,40 (1H, d, 2,1) 95,0 
9  158,5   163,8 
10  105,7   106,0 
1’  123,0   122,8 
2’ 8,06 (1H, d, 8,9) 132,4 2, 4’ e 6’ 8,06 (1H, d, 8,8) 132,5 
3’ 6,91 (1H, d, 8,9) 116,4 1’ e 5’ 6,91 (1H, d, 8,8) 116,4 
4’  161,7   161,3 
5’ 6,91 (1H, d, 8,9) 116,4 1’ e 3’ 6,91 (1H, d, 8,8) 116,4 
6’ 8,06 (1H, d, 8,9) 132,4 2, 2’ e 4’ 8,06 (1H, d, 8,8) 132,5 

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. bDados comparados com a literatura Zuccolotto, (2017) (1H, 600 MHz e 13C, 150 
MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 

 

 

A análise do perfil espectral de B. milleflora (Figura 54 e 55 – Pág. 111-112) 

revelou a presença de um simpleto em δ 7,34 (2H, s) correlacionando diretamente 

com o carbono em δ 108,6 (Figuras 57 – Pág. 114) e, a longa distância, com os 

carbonos em δ 108,6, 142,3, 149,6 e 170,0, sugerindo a presença de um sistema 

1,3,4,5-tetrassubstituído atribuído ao ácido siríngico devido à presença de um simpleto 

em δ 3,85 (6H, s), característico de grupos metoxila (Figura 58 – Pág. 114), 

correlacionando a longa distância 1H-13C com o sinal em δ 149,6 relativo aos carbonos 

C-3 e C-5 deste composto (Figuras 58 e 59, Tabela 11 – Pág. 114-115).  

Além disso, verificou-se a existência no espectro de RMN de 1H de B. 

milleflora de dois pares de dupletos em δ 6,52 (1H, d, J = 16,2 Hz), δ 7,97 (1H, d, J = 
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16,2 Hz) e δ 6,02 (1H, d, J = 12,6 Hz), δ 6,96 (1H, d, J = 12,6 Hz) característicos do 

trans-melilotosídeo e cis-melilotosídeo (Figuras 55 e 56 – Pág. 112-113), 

respectivamente. Os sinais correspondentes a dupla cis foram confirmados através 

de experimento de correlação 1H-1H COSY, pois foi evidenciada correlação do 

hidrogênio em C-8 com o hidrogênio ligado ao C-7 do cis-melilotosídeo (Figuras 56 – 

Pág. 113), uma vez que a extração desse composto não foi tão eficiente quando 

comparada ao trans-melilotosídeo.  

Observou-se ainda dupletos em δ 4,92 (1H, d, J = 7,8 Hz), relativos ao 

hidrogênio anomérico de unidade de glicose ligada do trans- e cis-melilotosídeo, 

devido a correlação direta com o carbono em δ 102,8, indicando que a ligação da 

molécula de glicose ocorreu por meio de uma ligação O-glicosídica (Figura 57 – Pág. 

114). Este sinal apresentou correlação a longa distância com os sinais em δ 77,8 e 

157,4, relativos aos carbonos C-2 e C-5’ do trans-melilotosídeo (Figuras 58, 60, 

Tabela 12 – Pág. 114, 116), bem como os sinais em δ 78,8 e 156,3, referentes aos 

carbonos C-2 e C-5’ do cis-melilotosídeo, respectivamente (Figuras 58, 61, Tabela 
13 – Pág. 114, 117). O valor característico da constante de acoplamento do 

hidrogênio, assim como sua multiplicidade, sugerem a presença de uma unidade de 

β-D-glicose. (ROSLUND et al., 2008). 

 
Figura 54 – Espectro de RMN de 1H de B. milleflora (600 MHz, CD3OD). 

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
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Figura 55 – Ampliação da região entre δ 8,50-4,50 do espectro de RMN de 1H de B. milleflora (600 

MHz, CD3OD). 
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A apigenina foi confirmada em B. milleflora e B. articulata devido à presença 

de um simpleto em δ 6,59 (1H, s) relativo ao hidrogênio olefínico em C-3 do anel C 

deste flavonoide (Figura 55, 57 e 72 – Pág. 112, 114 e 127), que apresentou 

correlação direta 1H-13C HSQC com o sinal em δ 104,0 (Figura 57 – Pág. 114). 

Observou-se ainda, a correlação a longa distância 1H-13C HMBC desse simpleto com 

os sinais em δ 105,5, 123,3, 166,6 e 184,2, relativos aos carbonos C-10, C-1’, C-2 e 

C-4, respectivamente (Figura 58 – Pág. 114). Estas correlações são mais evidentes 

no mapa de correlação a longa distância 1H-13C de B. articulata (Figura 75 – Pág. 

128). A existência de dois dupletos em δ 7,84 (2H, d, J = 8,8 Hz) e δ 6,93 (2H, d, J = 

8,8 Hz), característicos de sistema de acoplamento de segunda ordem do anel para-

substituído relativo ao anel B em comparação com a literatura confirmou a presença 

da apigenina (Figura 62, Tabela 14 – Pág. 118). 

 

 
Figura 56 – Mapa de correlação 1H-1H COSY de B. milleflora (600 MHz, CD3OD). 
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Figura 57 – Mapa de correlação direta 1H-13C HSQC de B. milleflora (1H: 600 MHz; 13C: 150 MHz, 

CD3OD). 

 
Figura 58 – Mapa de correlação a longa distância 1H-13C HMBC de B. milleflora (1H: 600 MHz; 13C: 150 

MHz, CD3OD). 
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Figura 59 – Estrutura do ácido siríngico 

 

Tabela 11 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do ácido siríngico. 

Posição 
Ácido siríngico Literatura  

(HONG et al., 2016) 
δ 1H (mult., J em 

Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 
Hz)b δ 13Cb  

1     121,9 
2 7,34 (1H, s) 108,6 2, 4, 5 e 7 7,33 (1H, s) 108,3 
3  149,2   148,8 
4  142,3   141,7 
5  149,2   148,8 
6 7,34 (1H, s) 108,6 3, 4, 6, e 7 7,33 (1H, s) 108,3 
7  170,0   169,9 

3-OCH3 3,85 (3H, s) 56,9 3  3,88 (3H, s) 56,7 
5-OCH3 3,85 (3H, s) 56,9 5  3,88 (3H, s) 56,7 

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. bDados comparados com a literatura Hong et al. (2016) (1H, 700 MHz e 13C, 175 
MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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Figura 60 – Estrutura do trans-melilotosídeo. 

 
Tabela 12 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do trans-melilotosídeo. 

Posição 
Trans-melilotosídeo Literatura  

(SADATI et al., 2012) 

δ 1H (mult., J em Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 
Hz) δ 13C  

1  126,3    
2  157,4    
3 7,23 (1H, dd, 8,5 e 1,2) 116,9 1 e 5 7,26 (1H, m)  
4 7,32 (1H, ddd, 8,5, 7,3 e 1,7) 132,1 2 e 6 7,42 (1H, m)  
5 7,03 (1H, ddd, 7,9, 7,3 e 1,2) 123,7 1 e 3 7,07 (1H, t, 7,5 Hz),  
6 7,59 (1H, dd, 7,9 e 1,7) 128,4 2 e 4 7,64 (1H, d, 7,7)  
7 7,97 (1H, d, 16,2) 138,4 2, 6 e 9 8,14 (1H, d, 16,2)  
8 6,52 (1H, d, 16,2) 123,4 1 e 9 6,54 (1H, d, 16,2)  
9  173,6    
1’ 4,92 (1H, d, 7,8) 102,8 2 e 5’ 5,00 (1H, d, 7,7)  
2’ 3,43 (1H, m) 73,3    
3’ 3,58 (1H, m) 74,9    
4’ 3,44 (1H, m) 71,5    
5’ 3,39 (1H, m) 77,8    

6’ 3,71 (1H, m) 
3,90 (1H, m) 62,5    

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em MeOD-d4. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. bDados comparados com a literatura Sadati et al. (2012) (1H, 400 MHz e 13C, 100 
MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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Figura 61 – Estrutura do cis-melilotosídeo. 

 
Tabela 13 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do cis-melilotosídeo. 

Posição 
cis-melilotosídeo Literatura  

(SADATI et al., 2012) 

δ 1H (mult., J em Hz)a δ 13C a HMBC δ 1H (mult., J em 
Hz)b δ 13Cb  

1  127,8    
2  156,3    
3 7,15 (1H, dd, 8,5 e 1,5) 116,2 1 e 5 7,18 (1H, d, 8,3) 115,3 

4 7,21 (1H, dd, 8,5 e 1,5) 130,4 2 e 6 7,28 (1H, dd, 8,5 e 
1,2) 130,5 

5 6,94 (1H, m) 123,3 1 e 3 6,95 (1H, t, 7,5 Hz), 121,6 
6 7,58 (1H, m) 130,9 2 e 4 7,52 (1H, d, 7,5) 130,6 
7 6,96 (1H, d, 12,6) 131,8 2, 6 e 9 7,31 (1H, d, 12,5) 138,4 
8 6,02 (1H, d, 12,6) 126,2 1 e 9 5,95 (1H, d, 12,5) 120,0 
9  174,4    
1’ 4,93 (1H, d, 7,4) 102,8 2 e 5’ 4,93 (1H, d, 7,2) 101,4 
2’ 3,43 (1H, m) 73,3  3,45 (1H, m) 73,7 
3’ 3,58 (1H, m) 74,9  3,47 (1H, m) 76,9 
4’ 3,44 (1H, m) 71,5  3,40 (1H, m) 70,0 
5’ 3,41 (1H, m) 78,2  3,40 (1H, m) 77,0 

6’ 3,71 (1H, m) 
3,90 (1H, m) 62,5  3,68 (1H, m) 

3,87 (1H, m) 61,3 
a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. bDados comparados com a literatura Sadati et al. (2012) (1H, 400 MHz e 13C, 100 
MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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Figura 62 – Estrutura da apigenina. 

 

Tabela 14 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} da apigenina. 

Posição 
Apigenina Literatura  

(ZUCCOLOTTO, 2017) 
δ 1H (mult., J em 

Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 
Hz)b δ 13Cb  

2  166,6   166,2 
3 6,59 (1H, s) 104,0 2, 4 e 10 6,57 (1H, s) 103,8 
4  184,2   184,1 
5     166,6 
6 6,21 (1H, d, 2,1) 100,1  6,20 (1H, d, 2,1) 100,1 
7     163,0 
8 6,46(1H, d, 2,1) 94,9  6,44 (1H, d, 2,1) 95,2 
9     159,4 
10  105,5   105,3 
1’  123,3   123,3 
2’ 7,84 (1H, d, 8,8) 129,7 2, 4’ e 6’ 7,83 (1H, d, 8,8) 129,7 
3’ 6,93 (1H, d, 8,8) 116,9 1’ e 5’ 6,92 (1H, d, 8,8) 117,0 
4’  162,3   162,8 
5’ 6,93 (1H, d, 8,8) 116,9 1’ e 3’ 6,92 (1H, d, 8,8) 117,0 
6’ 7,84 (1H, d, 8,8) 129,7 2, 2’ e 4’ 7,83 (1H, d, 8,8) 129,6 

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em MeOD-d4. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. bDados comparados com a literatura Zuccolotto, (2017) (1H, 600 MHz e 13C, 150 
MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
 

 

As amostras de B. articulata provenientes do Rio Grande do Sul apresentaram 

sinais intensos em toda a região espectral (Figura 63 e 64 – Pág. 119-120). Foram 

observados sinais típicos de ligações duplas trans em δ 6,30 e 7,58 (2H, d, J = 15,9 

Hz), atribuídos ao H-8 e H-7 do 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-cafeato (BaII) 

(Figura 64 – Pág. 120), respectivamente. Além desses, verificou-se a presença de 

três simpletos em δ 6,76, 6,74 e 6,70 cuja integração refere-se a 2 hidrogênios cada, 

respectivamente, assim como três simpletos em δ 3,86, 3,84 e 3,83 característicos de 

grupos metoxílicos, atribuídos ao (BaII), carbonato de 4-O-β-glucopiranosil-3,5-

dimetoxibenzil-tetrahidro-2H-piran-2-il-acetil (BaIII) e 4-O-β-glucopiranosil-3,5-

dimetoxibenzil-metanol (BaIV), respectivamente (Figura 64 – Pág. 120). Os 
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experimentos bidimensionais permitiram observar correlação direta HSQC dos sinais 

em δ 4,89, 4,88 e 4,29 com carbonos em δ 105,3, 105,4 e 104,8, característicos de 

glucose ligada (Figura 66 – Pág. 121). 

Observou-se ainda a presença de três simpletos em δ 5,15 (2H, sl), 5,10 (2H, 

sl) e 4,55 (2H, s), integrando para dois hidrogênios cada, característicos de 

hidrogênios carbinólicos (Figura 63 e 64 – Pág. 119-120). O primeiro simpleto (δ 5,15) 

pode ser atribuído ao BaII por apresentar correlação a longa distância 1H-13C com os 

sinais em δ 107,5, 134,5 e 169,2, relativos aos C-2’ e C-6’, C-1’ e C-9, respectivamente 

(Figura 67 – Pág. 122). O segundo simpleto (δ 5,10) apresentou correlação a longa 

distância 1H-13C com os sinais em δ 107,4, 134,3 e 171,8 relativos aos C-2 e C-6, C-

1 e C-8’, respectivamente, sendo atribuído ao BaIII (Figura 67 – Pág. 122), enquanto 

o sinal em δ 4,55 foi atribuído aos BaIV por apresentar correlação a longa distância 

com os sinais em δ 105,8 e 139,8 (Figura 67 – Pág. 122). A partir da comparação dos 

dados espectrais obtidos com a literatura foi possível confirmar a presença da s 

substâncias 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-cafeato (BaII) (Figura 68, Tabela 
15 – Pág. 123), 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-tetrahidro-2H-piran-2-il-acetil 

carbonato (BaIII) (Figura 69, Tabela 16 – Pág. 124) e 4-O-β-glucopiranosil-3,5-

dimetoxibenzil-metanol (BaIV) (Figura 70, Tabela 17 – Pág. 125) (OLIVEIRA et al., 

2003; OLIVEIRA, 2008). 

 
Figura 63 – Espectro de RMN de 1H de B. articulata (RS) (600 MHz, CD3OD). 
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Figura 64 – Ampliação da região entre δ 8,00-3,00 do espectro de RMN de 1H de B. articulata (RS) 

(600 MHz, CD3OD). 

6.16.26.36.46.56.66.76.86.97.07.17.27.37.47.57.67.77.87.9 ppm

3.23.33.43.53.63.73.83.94.04.14.24.34.44.54.64.74.84.95.05.15.25.35.45.55.65.75.8 ppm
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Figura 65 – Mapa de correlação 1H-1H COSY de B. articulata (RS) (600 MHz, CD3OD). 

 
Figura 66 – Mapa de correlação direta 1H-13C HSQC de B. articulata (RS) (1H: 600 MHz; 13C:150 MHz, 

CD3OD). 
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Figura 67 – Mapa de correlação a longa distância 1H-13C HMBC de B. articulata (RS) (1H: 600 MHz; 
13C: 150 MHz, CD3OD). 
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Figura 68 – Estrutura do cafeato de 4'-O-β-glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzila (BAII). 

 

Tabela 15 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do cafeato de 4'-O-β-glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzila 

(BAII). 

Posição Cafeato de 4'-O-β-glucopiranosil-3',5'-dimetoxibenzila (BaII) 
δ 1H (mult., J em Hz)a δ 13Ca HMBC 

1  128,0  
2 7,04 (1H, d, 2,1) 115,4 3, 4 e 6 
3  146,8  
4  149,8  
5 6,77 (1H, d, 8,2) 116,6 1, 3 e 4 
6 6,94 (1H, dd, 8,2 e 2,1) 123,2 2, 4 e 7 
7 7,58 (1H, d, 15,9) 147,2 2, 6 e 9 
8 6,30 (1H, d, 15,9) 115,0 1 e 9 
9  169,2  
1’  134,5  
2’ 6,76 (1H, s) 107,5  
3’  154,4  
4’  136,3  
5’  154,4  
6’ 6,76 (1H, s) 107,5  
7’ 5,15 (1H, s) 67,3 1’, 2’ e 6’ 
1” 4,89 (1H, d, 7,7) 105,3  
2” 3,48 (1H, m) 75,9  
3” 3,58 (1H, m) 75,8  
4” 3,42 (1H, m) 71,2  
5” 3,42 (1H, m) 77,9  

6” 3,68 (1H, m) 
3,78 (1H, m) 62,6  

3’-OCH3 3,86 (3H, s) 57,1 3’ 
5’-OCH3 3,86 (3H, s) 57,1 5’ 

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 
padrão de referência. (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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Figura 69 – Estrutura do carbonato de 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-tetraidro-2H-piran-2-il-

acetil (BAIII). 

 
Tabela 16 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do carbonato de 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-

tetraidro-2H-piran-2-il-acetil (BAIII). 

Posição 

Carbonato de 4-O-β-glucopiranosil-3,5-
dimetoxibenzil-tetrahidro-2H-piran-2-il-acetil 

(BaIII). 

Literatura 
(OLIVEIRA, 2008) 

δ 1H (mult., J em 
Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 

Hz)b δ 13Cb 

1  134,3   133,1 
2 6,74 (1H, s) 107,4 4, 6 e 7’ 6,77 (1H, sl) 106,2 
3  154,4   153,2 
4  136,0   135,6 
5  154,4   153,2 
6 6,74 (1H, s) 107,4 2, 4 e 7’ 6,77 (1H, sl) 106,2 
2’ 3,41 (1H, m) 49,6  3,40 (1H, s) 49,0 
3’ 2,63 (2H, s) 48,7  2,60 (2H, s) 47,2 

4’ 1,82 (1H, m) 
2,09 (1H, m) 25,5  1,80 (1H, m) 

2,10 (1H, m) 24,4 

5’ 2,00 (2H, m) 40,3  2,00 (2H, m) 39,9 

6’ 3,15 (1H, m) 
2,94 (1H, m) 46,5  3,20 (1H, m) 

3,00(1H, m) 45,3 

7’ 5,10 (2H, s) 67,4 1, 2, 6 e 8’ 5,10 (1H, s) 66,4 
8’  171,8   170,8 
9’     174,0 

10’ 4,27 (2H, sl) 70,3  4,30 (2H, sl) 69,2 
1” 4,88 (1H, m) 105,4  4,90 (1H, d, 7,5) 104,1 
2” 3,54 (1H, m) 74,0  3,50 (1H, m) 74,0 
3” 3,43 (1H, m) 75,8  3,40 (1H, m) 76,9 
4” 3,42 (1H, m) 71,4  3,40 (1H, m) 70,6 
5” 3,20 (1H, m) 78,1  3,20 (1H, m) 77,1 

6” 3,67 (1H, m) 
3,78 (1H, m) 

62,6  3,70 (1H, m) 
3,80 (1H, m) 61,7 

3-OCH3 3,84 (3H, s) 57,1 3 3,90 s 56,0 
5-OCH3 3,84 (3H, s) 57,1 5 3,90 s 56,0 

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em CD3OD. Utilizando o TMS como 

padrão de referência. bDados comparados com a literatura Oliveira et al. (2008) (1H, 500 MHz e 13C, 

125 MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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Figura 70 – Estrutura do 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-metanol (BAIV). 

 
Tabela 17 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-metanol (BAIV). 

Posição 

4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-
metanol (BaIV) 

Literatura 
(OLIVEIRA, 2008) 

δ 1H (mult., J em 
Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em 

Hz)b δ 13Cb 

1  139,8    
2 6,70 (1H, s) 105,8 4, 6 e 7 6,70 s 104,0 
3  154,3    
4  135,2    
5  154,3    
6 6,70 (1H, s) 105,8 2, 4 e 7 6,70 s 104,0 
7 4,55 (2H, m) 65,1 1, 2 e 6 4,60 s 65,0 
1’ 4,29 (1H, m) 104,8  4,30 d (7,7) 103,1 
2’    3,15 m 74,0 
3’    3,30 - 3,40 (1H, m) 76,9 
4’    3,30 - 3,40 (1H, m) 70,6 
5’    3,30 - 3,40 (1H, m) 77,1 

6’    3,72 (1H, m) 
3,85 (1H, m) 61,7 

3-OCH3 3,83 (3H, s) 56,9 3 3,85 s 55,9 
5-OCH3 3,83 (3H, s) 56,9 5 3,85 s 55,9 

a Experimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em MeOD-d4. Utilizando o TMS como 

padrão de referência. bDados comparados com a literatura Oliveira et al. (2008) (1H, 500 MHz e 13C, 

125 MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 

 

 

Além da apigenina observada em B. articulata (Figura 71 e 72 – Pág. 126-

127), o espectro de RMN de 1H das amostras de B. articulata provenientes do Paraná 

permitiu verificar a presença de sinais relativos a hidrogênios olefínicos característicos 

de duplas ligações trans em δ 7,58 e 7,61 (d, J = 15,9 Hz) e δ 6,28 e 6,38 (d, J = 15,9 

Hz), correlacionando a longa distância com os carbonos em δ 168,9 e 169,2 

característicos de carbonilas de ácidos dicafeioilquínicos (Figura 72 e 75 – Pág. 127-

128). 
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Observaram-se ainda quatro dupletos em δ 6,78 (1H, d, J = 8,4 Hz), 6,79 (1H, 

d, J = 8,1 Hz), 7,06 (1H, d, J = 2,0 Hz) e 7,07 (1H, d, J = 2,0 Hz), bem como dois 

duplos dupletos em δ 6,96 (1H, dd, J = 8,4 e 2,0 Hz) e δ 6,96 (1H, dd, J = 8,4 e 2,0 

Hz), indicando a ocorrência de dois anéis aromáticos 1,3,4-trissubstituídos, o que 

permitiu sugerir a presença de duas unidades cafeoíla (Figuras 72 e 73 – Pág. 127).  

As correlações diretas 1H-13C dos sinais em δ 5,40 e 5,41 (m) com carbonos 

em δ 73,6 e 71,9, bem como, os hidrogênios metilênicos em δ 2,01 e 2,16, e dos 

hidrogênios em δ 1,53 e 2,03, os quais se correlacionam diretamente com os carbonos 

em δ 40,0 e 37,6, em C-4 e C-3, sugere a presença do ácido quínico (Figuras 72 e 

74 – Pág. 127-128). Os dados de RMN de 1H, 1H-1H COSY, 1H-13C HSQC e 1H-13C 

HMBC e comparações com dados da literatura permitiu identificar o ácido 3,5-

dicafeoilquínico (Figuras 72, 73, 74, 75 e 76, Tabela 18 – Pág. 127-129). 

 

 
 

 

 

  
Figura 71 – Espectro de RMN de 1H de B. articulata (PR) (600 MHz, CD3OD). 
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Figura 72 – Ampliação da região entre δ 8,20-6,00 do espectro de RMN de 1H de B. articulata (PR) 

(600 MHz, CD3OD). 

 
Figura 73 – Mapa de correlação 1H-1H COSY de B. articulata (PR) (600 MHz, CD3OD). 
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6.16.26.36.46.56.66.76.86.97.07.1 ppm

δ 6,78 d 
5’,5”-CH (12) 

δ 6,29 d 
8”-CH (12) 

δ 6,38 d 
8’-CH (12) 

δ 7,61 d 
7’-CH (12) 

δ 7,58 d 
7”-CH (12) 

δ 6,96 dd 
6’,6”-CH 
(12) 

δ 7,07 d 
2’-CH (12) 
δ 7,06 d 
2”-CH (12) 

δ 6,59 s 
3-CH (7) 

δ 6,46 d 
8-CH (7) 

δ 6,21 d 
6-CH (7) 

δ 6,93 d 
3’,5’-CH 
(7) 

δ 7,84 d 
2’,6’-CH 
(7) 



128 
 

 

 
Figura 74 – Mapa de correlação direta 1H-13C HSQC de B. articulata (PR) (1H: 600 MHz; 13C: 150 MHz, 

CD3OD). 

 

 
Figura 75 – Mapa de correlação a longa distância 1H-13C HMBC de B. articulata (PR) (1H: 600 MHz; 
13C: 150 MHz, CD3OD). 
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Figura 76 – Estrutura do ácido 3,5-dicafeioilquínico 

 
Tabela 18 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do ácido 3,5-dicafeioilquínico. 

Posição 
Ácido 3,5-dicafeioilquínico Literatura  

(PULIDO et al., 2017) 
δ 1H (mult., J em 

Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em Hz)b δ 13Cc  

1     74,7 

2 1,53 (1H, m) 
2,02 (1H, m) 37,6  2,12 (1H, m) 

2,28 (1H, m) 35,9 

3 5,40 (1H, m) 73,6  5,45 (1H, dd, 5,9 e 3,3) 72,5 
4 3,92 (1H, m) 73,7  3,95 (1H, dt, 8,7 e 3,3) 70,8 
5 5,41 (1H, m) 71,9  5,40 (1H, dd, 5,7 e 3,5) 71,9 

6 2,01 (1H, m) 
2,16 (1H, m) 40,06 7 2,17 (2H, m) 37,7 

7  179,5    
1’  128,2   127,8 
2’ 7,07 (1H, d, 2,0) 115,2 3’, 4’ e 6’ 7,07 (1H, dd, 1,4 e 0,4) 115,3 
3’  146,8   146,5 
4’  149,5   149,3 
5’ 6,78 (1H, d, 8,4) 116,5 1’, 3’ e 4’ 6,78 (1H, d, 8,3) 116,4 

6’ 6,96 (1H, dd, 8,4 e 
2,0) 122,9 2’, 4’ e 7’ 6,97 (1H, dd, 8,3 e 1,4) 122,9 

7’ 7,61 (1H, d, 15,9) 146,8 2’, 6’ e 9’ 7,62 (1H, d, 15,9) 147,0 
8’ 6,38 (1H, d, 15,9) 116,1 1’ e 9’ 6,38 (1H, d, 15,9) 115,4 
9’  169,2   168,9 
1”  127,9   127,7 
2” 7,06 (1H, d, 2,0) 115,4 3”, 4” e 6” 7,06 (1H, dd, 1,4 2,0) 115,1 
3”  146,8   146,5 
4”  149,5   149,4 
5” 6,78 (1H, d, 8,4) 116,6 1”, 3” e 4” 6,78 (1H, d, 8,3) 116,4 

6” 6,96 (1H, dd, 8,4 e 
2,0) 123,1 2”, 4” e 7” 6,97 (1H, dd, 8,3 e 1,4) 123,0 

7” 7,58 (1H, d, 15,9) 146,8 2”, 6” e 9” 7,58 (1H, d, 15,9) 147,2 
8” 6,28 (1H, d, 15,9) 115,5 1” e 9” 6,28 (1H, d, 15,9) 115,0 
9”  168,9   168,4 

a Experimento realizado a 600 MHz para 1H e 150 MHz para 13C em MeOD-d4. Utilizando o TMS como 

padrão de referência. bDados comparados com a literatura Pulido et al. (2017) e cSatake et al. (2007) 

(1H, 400 MHz e 13C, 100 MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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A presença do ácido cafeico em B. junciformis foi confirmada pela existência 

dos dupletos observados nos espectros de RMN HR-MAS de 1H característicos de 

duplas trans em δ 6,28 e 7,56 (2H, d, J = 16,0 Hz), relativos aos hidrogênios em C7 e 

C8, devido a correlação direta com os carbonos em δ 115,0 e 147,0 (Figura 78 e 80 

– Pág. 131-132), bem como correlação a longa distância com os carbonos em δ 115,0, 

122,9 e 170,0 referentes aos carbonos e C-2, C-6 e C-9 do ácido cafeico, 

respectivamente (Figura 81 e 82, Tabela 19 – Pág. 132-133).  

Foram observados ainda, a presença de dois dupletos δ 7,04 (1H, d, J = 2,0 

Hz) e 6,77 (1H, d, J = 8,3 Hz;), e um duplo dupleto em δ 7,93 (1H, dd, J = 8,3 e 2,2 

Hz), relativos aos hidrogênios em C-2, C-5 e C-6, correlacionando diretamente com 

os carbonos em δ 115,0, 116,4 e 122,9, respectivamente (Figura 81 e 82 – Pág. 132-

133). Os dados de RMN de 1H, 1H-1H COSY, 1H-13C HSQC e 1H-13C HMBC e 

comparações com dados da literatura permitiram identificar o ácido cafeico (Figura 
82, Tabela 19 – Pág. 133). 

 

 
Figura 77 – Espectro de RMN de 1H de B. junciformis (600 MHz, CD3OD). 
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Figura 78 – Ampliação da região em δ 8,00-4,40 do espectro de RMN de 1H de B. junciformis (600 

MHz, CD3OD). 

 

 
Figura 79 – Mapa de correlação 1H-1H COSY de B. junciformis (600 MHz, CD3OD). 

4.64.74.84.95.05.15.25.35.45.55.65.75.85.96.06.16.26.36.46.5 ppm

6.76.86.97.07.17.27.37.47.57.67.77.87.9 ppm
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Figura 80 – Mapa de correlação direta 1H-13C HSQC de B. junciformis (1H: 600 MHz e 13C: 150 MHz, 

CD3OD). 

 

 
Figura 81 – Mapa de correlação a longa distância 1H-13C HMBC de B. junciformis (1H:600 MHz e 
13C:150 MHz, CD3OD). 
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Figura 82 – Estrutura do ácido cafeico. 

 
Tabela 19 – Dados de RMN de 1H e 13C{1H} do ácido cafeico. 

Posição Ácido cafeico Literatura  
(HONG et al., 2016) 

δ 1H (mult., J em Hz)a δ 13Ca HMBC δ 1H (mult., J em Hz)b δ 13Cb  
1  127,9    
2 7,04 (1H, d, 2,0) 115,0 3, 4 e 6 7,03 (1H, d, 2,1) 115,0 
3  147,0   146,7 
4  149,5   149,4 
5 6,77 (1H, d, 8,3) 116,4 1, 3 e 4 6,77 (1H, d, 8,4) 116,5 
6 6,93 (1H, dd, 8,3 e 2,0) 122,9 2 e 4 6,92 (1H, dd, 8,4 e 2,1) 122,8 
7 7,56 (1H, d, 16,0) 146,8 2, 6 e 9 7,51 (1H, d, 16,1) 146,8 
8 6,28 (1H, d, 16,0) 115,2 1 e 9 6,22 (1H, d, 16,1) 116,1 
9  170,0   171,6 

aExperimento realizado a 600MHz para 1H e 150 MHz para 13C em MeOD-d4. Utilizando o TMS como 

padrão de referência. bDados comparados com a literatura Hong et al. (2016) (1H, 700 MHz 13C, 175 

MHz, CD3OD). (δ) Deslocamento químico em ppm. 
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4.4 ANÁLISES QUIMIOMÉTRICAS 

 

4.4.1 Análise de Componentes Principais das espécies de referência de 

Baccharis 

 

A análise de componentes principais (PCA) foi empregada com a finalidade 

de verificar a possibilidade de discriminação das espécies B. articulata, B. trimera, B. 

junciformis, B. milleflora e B. myriocephala em função da sua composição química 

observada através dos experimentos de RMN HR-MAS de 1H do material vegetal. 

Especificamente, objetivou-se verificar se seria possível discriminar a espécie B. 

trimera das demais espécies de Baccharis analisadas, uma vez que os critérios de 

qualidade mínimos exigidos para esta espécie estão descritos na 5ª edição da 

Farmacopeia Brasileira como planta medicinal, além de compor a RENISUS como 

planta medicinal propensa a se tornar um fitoterápico (BRASIL, 2009; ANVISA, 2010). 

Os espectros de RMN são construídos com uma grande quantidade de 

pontos, ou seja, uma imensa quantidade de variáveis para serem manipuladas. Além 

disso, um mesmo sinal, que seria uma única variável é representado por inúmeros 

pontos. Desta forma, os espectros são construídos em buckets que se tornam as 

novas variáveis utilizadas nas análises quimiométricas. Este processo consiste na 

divisão dos espectros em pequenos intervalos de tamanhos previamente definidos, 

minimizando assim a dimensionalidade dos dados (Figura 83 – Pág. 135). Neste 

procedimento, as áreas de cada bucket são determinadas, de modo que a área sob 

cada região espectral é usada ao invés das intensidades. Além disso, a conversão 

dos espectros em buckets permite superar variabilidade normal do deslocamento 

químico das frequências de ressonância em função das diferenças de concentração, 

pH e susceptibilidade magnética da amostra (SOUSA et al., 2013). 
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Figura 83 –Buckets de 0,05 ppm após normalização dos dados em PC1 utilizando diferentes pré-

processamentos. 

 

A área dos sinais foi determinada através do modo de integração especial do 

programa AMIX, método amplamente empregado na literatura, que dispensa a 

necessidade de corrigir a linha de base e a fase dos espectros. Mesmo assim, para 

evitar quaisquer anomalias foi realizada a correção manual da fase e linha de base de 

todos os espectros. Em seguida, as áreas dos buckets foram normalizadas em relação 

a área total de cada espectro, de forma que não haja influência nos resultados nas 

quantidades de massa de cada amostra, inserida no rotor de RMN HR-MAS, 

dispensando assim a necessidade de fixar a quantidade de amostra analisada (AMIX, 

2008). Entretanto, foi utilizado sempre a mesma quantidade de amostra (10,0 ± 0,5 

mg) para evitar maiores desvios desse fator.  
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Neste trabalho, os espectros de RMN HR-MAS de 1H foram analisados de três 

formas: dados centrados na média, escalamento por Pareto e autoescalamento. 

Quando os dados centrados na média é utilizado, o valor médio de cada coluna (i.e., 

buckets) é calculado e posteriormente subtraído de cada um dos valores da coluna. 

Dessa forma, a média torna-se zero e as diferenças entre metabólitos majoritários e 

minoritários são mais evidentes (Figura 83 – Pág. 135) (VAN DER BERG et al., 2006).  

Por sua vez, o escalamento dos espectros por unidade de variância, também 

denominado autoescalamento, emprega o desvio padrão como um fator de 

escalamento. Neste processamento, o valor médio de cada variável do conjunto de 

dados é subtraído seguida da divisão do desvio padrão de cada variável (VAN DER 

BERG et al., 2006; FERREIRA, 2015). Dessa maneira, a importância dos sinais 

majoritários é drasticamente reduzida, enquanto os sinais minoritários são 

aumentados. Assim, todos os metabólitos comportam-se como se fossem igualmente 

importantes, inclusive o ruído espectral.  

O escalamento por Pareto corresponde a um compromisso entre os dois, 

sendo assim, reduz a importância relativa dos sinais intensos. No escalamento por 

Pareto, após os dados serem centrados na média, estes são divididos pela raiz 

quadrada do desvio padrão. Assim, os sinais mais intensos decrescem mais que os 

sinais menos intensos comparados aos dados centrados na média. Dessa forma, ao 

utilizar o escalamento por Pareto, a estrutura dos dados torna-se parcialmente intacta 

(Figura 83 – Pág. 135) (VAN DER BERG et al., 2006). 

A PCA, além de verificar a inter-relação entre as amostras, possibilita o 

reconhecimento de amostras com comportamento anômalo, denominadas outliers. 

Para isso, o AMIX oferece dois gráficos: influence plot e Hotelling T2. No primeiro, é 

plotado no eixo Y a posição de cada amostra em relação à variância explicada pelas 

PCs consideradas, também chamado “espaço do modelo”, enquanto no eixo X a 

posição de cada amostra em relação ao “centro do modelo”. Neste trabalho foi 

considerado um limite de 95% de confiança. Assim, as amostras que estiverem fora 

das linhas de confiança de 95% podem ser consideradas outliers em potencial. Por 

sua vez, no Hotelling T2 é fornecido um contorno do gráfico de escores, representando 

o limite de confiança desejado, onde as amostras devem estar contidas (Figura 84 – 

Pág. 137) (AMIX, 2008). 

Considerando o limite de confiança de 95%, é observada a presença de 

amostras anômalas (Figura 84 – Pág. 137). No entanto, para que a amostra seja 
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considerada de fato outlier, foi realizada a inspeção visual dos espectros. Neste 

processo foi verificada a largura dos sinais, se os sinais adjacentes ao sinal da água 

foram afetados pela pré-saturação, bem como, a presença de sinais, como acetona e 

outros solventes. Uma vez encontrada uma justificativa plausível, pode-se realizar a 

exclusão dos dados. Dessa maneira, a observação dos espectros permitiu constatar 

que as amostras não representam outliers, sendo, portanto, mantidas no conjunto 

amostral (Figura 84 – Pág. 137). 

 

 
Figura 84 – Gráfico de influence plot e hotelling T2 das amostras de referência de Baccharis. 

 

A análise de componentes principais conduzida considerando toda a região 

espectral dos espectros de RMN HR-MAS de 1H (δ 11,30-0,30), dados centrados na 

média (Figura 85 – Pág. 138) e escalamento por Pareto como pré-processamento 

(Figura 86 – Pág. 139) permitiu discriminar as amostras de referência de acordo com 

a espécie de Baccharis, exceto as espécies B. trimera e B. myriocephala. Quando 

comparado aos outros pré-processamentos, a discriminação empregando o 

autoescalamento dos espectros não foi satisfatória (Figura 87 – Pág. 140). Dessa 

forma, torna-se evidente que os sinais mais intensos são responsáveis pela 

discriminação. 
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Os gráficos de scores e loadings relativos à PCA das amostras de referência 

de Baccharis considerando as duas primeiras componentes principais explicam 

79,54% e 58,00% da variância total dos dados empregando dados centrados na média 

e escalamento por Pareto, respectivamente. (Figura 85 e 86– Pág. 138-139). Em 

todos os casos, as amostras de B. trimera e B. myriocephala foram discriminadas das 

demais espécies e agrupadas no lado positivo de PC1, enquanto as demais ficam 

distribuídas no lado negativo de PC1. A não discriminação de B. trimera e B. 

myriocephala sugere que estas espécies apresentam composição química muito 

similares, apesar de serem classificadas botanicamente como espécies diferentes 

(Figura 85 e 86– Pág. 138-139). 

Por sua vez, as amostras de B. articulata provenientes do estado do Rio 

grande do Sul foram agrupadas no lado positivo de PC2, enquanto as provenientes 

do estado do Paraná ocuparam o lado negativo de PC2, o que sugere diferença de 

composição entre amostras da mesma espécie coletadas em regiões diferentes. As 

amostras de B. milleflora coletadas no Paraná ocuparam o lado negativo de PC2, o 

que sugere que compostos similares as amostras de B. articulata adquiridas no estado 

do Paraná (Figura 85 e 86– Pág. 138-139).  

Outro fator preponderante é a regionalidade, pois dependendo da região 

coletada da amostra, pode-se haver diferença de composição química, pois as 

condições edafoclimáticas pode variar de uma região para outra. A influência da 

regionalidade é discutida em diversos estudos envolvendo as mais variadas técnicas 

espectroscópicas. Lee et al. (2014) empregaram quatro ferramentas analíticas (NIR, 

RMN de 1H, LC-MS e GC-MS) na avaliação de duas plantas medicinais (Gastrodia 

elata e Rehmannia glutinosa) cultivadas na China e Coreia. Os autores observaram 

que RMN de 1H e LC-MS foram eficientes para diagnosticar origem de G. elata e R. 

glutinosa quando aliados a quimiometria, sendo verificados resultados mais 

promissores ao utilizar a RMN de 1H.  

Da mesma forma, a RMN HR-MAS de 1H e RMN de solução combinadas com 

análises quimiométricas foram utilizadas para as origens geográficas de grãos de 

cacau secos e fermentados de 23 países diferentes três principais áreas de cultivo 

(África, América do Sul, Ásia/Oceania). Todas as abordagens empregadas mostraram 

discriminação das origens do cacau (MARSEGLIA et al., 2016).  

Os resultados apresentados neste estudo estão em consonância com os 

descritos na literatura ao empregar espectroscopia de ultravioleta-visível e HPLC na 
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tentativa de discriminar taxonomicamente as espécies B. milleflora, B. articulata e B. 

genistelloides var trimera (sinonímia: B. trimera) aliado à análises quimiométricas, 

como PCA, SIMCA e KNN (LONNI et al., 2003; LONNI et al., 2005).  

A análise dos gráficos de loadings permitiu identificar os metabólitos 

responsáveis pela discriminação das espécies de Baccharis. Ao utilizar dados 

centrados na média e escalamento por Pareto observou-se que apenas os compostos 

majoritários influenciaram na diferenciação das espécies, como era esperado (Figura 
85 e 86– Pág. 138-139). Neste contexto, as espécies B. trimera e B. myriocephala 

foram agrupadas em PC1 positivo e diferenciadas das demais, principalmente pela 

presença dos buckets 1,73 e 2,03 relativos aos sinais em δ 1,73 (3H, sl) e δ 2,02 (3H, 

s), característicos dos hidrogênios do grupo metila em C-10 e do grupo acetato 

COOCH3 do acetato de carquejila, respectivamente (Figura 85 e 86– Pág. 138-139).  

O acetato de carquejila é comumente encontrado como constituinte 

majoritário nos óleos essenciais de B. trimera, tornando essa planta valiosa na 

indústria de fragrâncias pela presença desse composto que combinado ao carquejol 

e outros álcoois sesquiterpênicos contribuem para seu aroma característico que faz 

lembrar jacarandá (MINTEGUIAGA et al., 2018). Além disso, o acetato de carquejila 

é considerado o marcador químico de B. trimera (SIMOES-PIRES et al., 2005a; 

MINTEGUIAGA et al., 2015; MINTEGUIAGA et al., 2018), confirmado neste trabalho. 

Simões-Pires et al. (2005a) demonstraram que os compostos acetato de carquejila e 

carquejol são encontrados em B. trimera independente da região coletada. 

No entanto, os resultados mostraram a presença do acetato de carquejila em 

B. myriocephala (Figura 31– Pág. 92). O acetato de carquejila nunca tinha sido 

identificado na espécie B. myriocephala, o que nos leva a questionar se as espécies 

coletadas em estudos publicados anteriormente foram corretamente identificadas. 

Estas espécies são muito similares morfologicamente, de modo que poucos 

taxonomistas conseguem discriminá-las. Alguns taxonomistas tratam B. myriocephala 

como uma subespécie ou variedade de B. trimera (HEIDEN et al., 2012). Este trabalho 

suporta esta evidência, uma vez que mostra que elas são espécies similares 

quimicamente, mas não idênticas. Segundo Heiden et al. (2009 e 2012), B. 

myriocephala é um táxon próximo morfologicamente de B. trimera, sendo somente 

possível diferenciar as duas espécies pela presença de inflorescências. 

Por sua vez, B. articulata proveniente do estado do Paraná, B. milleflora e B. 

junciformis foram discriminadas das outras espécies pela elevada concentração do 
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sinal relativo aos hidrogênios metilênicos de ácidos graxos (compostos alifáticos de 

cadeia longa) em δ 1,27 (sl) representado no gráfico de loadings pelo bucket 1,28 

(Figura 85 e 86– Pág. 138-139). Os ácidos graxos são compostos lipídicos que se 

encontram distribuídos em tecidos animais e vegetais, principalmente nas membranas 

celulares e em células de gordura. Esses compostos desempenham importante 

função na estrutura da membrana celular e em processos metabólicos (WANTEN; 

CALDER, 2007). 

Os metabólitos responsáveis por agrupar as amostras de B. articulata 

coletadas no Rio Grande do Sul agrupadas em PC1 negativo e PC2 positivo foram 

atribuídos ao buckets 3,88 e 6,78 relativos as metoxilas em C-3’ e C-5’ e aos 

hidrogênios em C-5, C-2’ e C-6’ do composto BaII. Da mesma forma, os buckets 2,63, 

3,83 e 6,73 são relativos aos sinais em δ 2,63 (2H, sl), δ 3,84 (6H, s) e δ 6,74 (2H, s), 

relacionados aos hidrogênios metilênicos em C-10’, metoxílicos em C-3 e C-5 e 

aromáticos em C-2 e C-6 do composto BaIII. Observou-se ainda que os buckets em 

3,83 e 6,73 podem ser atribuídos aos sinais em δ 3,83 (6H, s) e δ 6,70 (2H, s) 

relacionados ao BaIV (Figura 85 e 86– Pág. 138-139). Estes compostos foram 

identificados somente em B. articulata, sendo considerados marcadores químicos 

dessa espécie e são reconhecidos por apresentarem promissora atividade 

antioxidante (OLIVEIRA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2014). 

A PCA empregando o autoescalamento e utilizando toda região espectral PC1 

e PC2 explicam 62,55% das variâncias dos dados. Foi possível observar a presença 

de buckets relativos aos metabólitos mencionados anteriormente ao analisar os outros 

métodos de pré-processamento. Além disso, foi constatada a existência de compostos 

minoritários influenciando na discriminação, uma vez que o autoescalamento permite 

que as variáveis provenientes de sinais de menor intensidade tenham igual 

significância comparada aos de maior intensidade (Figura 87– Pág. 140). 

Dessa forma, o gráfico de loadings empregando o autoescalamento mostrou 

que diversos buckets, entre eles 3,78, 6,88 e 7,53 associados aos hidrogênios 

metoxílicos em C-3 e aromáticos em C-5’ e C-6’ do flavonoide 3-O-metilquercetina são 

responsáveis por discriminar B. trimera e B. myriocephala em PC2 negativo das 

demais espécies. Da mesma maneira, os buckets 6,88 e 7,73 foram relacionados aos 

sinais em δ 6,88 (1H, d, J = 8,5 Hz) e δ 7,73 (1H, d, J = 2,0 Hz) do flavonoide quercetina 

(Figura 87– Pág. 140), bem como o bucket em 8,08 foi relacionado aos dupletos em 

δ 8,06 (2H, d, J= 8,9 Hz) em C-2’ e C-6’ do flavonoide canferol (Figura 87– Pág. 140). 
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A 3-O-metilquercetina e quercetina são metabólitos secundários comumente 

encontrados em diversas famílias de plantas, como por exemplo Asteraceae (MELLO; 

PETROVICK et al., 2000; VERDI et al., 2004), Menispermaceae (TIAM et al., 2017), 

Apocynaceae (BASTOS et al., 2017), Leguminosae (LUO et al., 2015), entre outras. 

Além disso, são reconhecidos por apresentarem atividade antioxidante, 

antimicrobiana (WANG et al.; 2012), hepatoprotetora (HUBERT et al., 2011) e anti-

inflamatória (DE SOUZA; BASSANI; SCHAPOVAL, 2007). 

A identificação da espécie B. trimera, de acordo com a monografia descrita na 

Farmacopeia Brasileira, se baseia na presença desses dois metabólitos (ANVISA, 

2010). Embora estes compostos sejam empregados pela Farmacopeia na 

identificação da planta por meio de métodos clássicos, estes flavonoides podem ser 

facilmente adicionados ao material vegetal, além de serem comumente encontrados 

em diversas plantas. Dessa forma, de modo a minimizar adulterações e evitar erros 

taxonômicos sugere-se a identificação de B. trimera através do perfil espectral obtido 

por RMN HR-MAS de 1H levando em consideração a presença do acetato de 

carquejila. No entanto, é importante ressaltar que este composto é um monoterpeno 

volátil.  

A presença de compostos voláteis pode ser considerada não só como uma 

indicação da qualidade da planta medicinal, mas também da sua estabilidade durante 

o armazenamento. Estudos mostram um teor de óleo essencial de B. trimera de 

3,13%, em que diferentes processos de secagem não alteraram seu rendimento. Por 

sua vez, o armazenamento sob condições ambientais causou uma diminuição 

significativa na quantidade de compostos voláteis, atingindo a estabilidade após o 

quinto mês de armazenamento, numa concentração de cerca de 0,68% (MELLO; 

PETROVICK, 2000). 

O canferol foi isolado em espécies vegetais, como por exemplo em Baccharis 

dentata (SARTOR et al., 2013), B. organensis (ZUCCOLOTTO, 2017), B. retusa 

(GRECCO et al., 2012b) e Ginkgo biloba L. (BECK; STENGEL, 2016), Hydrolea 

zeylanica (L.) Vahl. (BORKAR et al., 2015). Na literatura, o canferol é descrito por 

apresentar propriedades biológicas, como atividade antimicrobiana (ESCANDÓN et 

al., 2016), e hipoglicemiante. (AL-NUMAIR et al., 2015). 

Os metabólitos responsáveis por agrupar as amostras de B. milleflora em PC1 

e PC2 positivo foram atribuídos aos buckets em 6,53, 7,03, 7,23, 7,33, 7,98 

relacionados aos sinais em δ 6,52 (1H, d, J = 16,2 Hz), δ 7,03 (1H, ddd, J = 7,9; 7,3 e 
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1,2 Hz), δ 7,23 (1H, dd, J = 8,5 e 1,2 Hz), δ 7,33 (1H, ddd, J = 8,5; 7,3 e 1,7 Hz) e δ 

7,97 (1H, d, J = 16,2 Hz) dos hidrogênios em C-8, C-5, C-3, C-4 e C-7 do trans-

melilotosídeo, respectivamente. Da mesma maneira, os sinais em δ 7,15 (1H, dd, J = 

8,5 e 1,5 Hz) e δ 6,96 (1H, d, J = 12,6 Hz) característicos dos hidrogênios em C-3 e 

C-7 do cis-melilotosídeo puderam ser atribuídos aos buckets em 7,18 e 6,98, 

respectivamente (Figura 87– Pág. 140).  

O trans- e cis-melilotosídeo foram identificados em espécies de Dendrobium 

aurantiacum var. denneanum (YANG et al., 2007), Artemisia annua (MOUTON; VAN 

DER KOOY, 2014) e Mikania laevigata (FERREIRA; OLIVEIRA, 2010) e exibem 

atividade antioxidante (YANG et al., 2007). Este é o primeiro relato do trans e cis-

melilotosídeo em espécie de Baccharis. 

Foi possível observar ainda que o bucket 7,33 foi atribuído ao simpleto em δ 

7,34, relativo aos hidrogênios em C-2 e C-6 do ácido siríngico (Figura 87– Pág. 140). 

De acordo com a literatura, o ácido siríngico tem sido relatado em muitas espécies, 

dentre elas Stryphnodendron obovatum Benth (DA COSTA et al., 2016), Cichorium 

alatum Hochst. & Steud. (SAHAN et al., 2017), Kalimeris integrifolia (WANG et al., 

2017), Adonidia merrillii (VAFAEI et al., 2018), Avena sativa L. (MULTARI et al., 2018) 

e Teucrium pseudoscorodonia Desf. (BELARBI et al., 2018) apresentando atividades 

antioxidante (MIAO et al., 2018), antiosteoporótica (TANAKA et al., 2017) e 

hepatoprotetora (ITOH et al., 2009). 

Por sua vez, os buckets em 6,58 e 7,83 foram atribuídos aos sinais em δ 6,58 

(1H, s) e δ 7,83 (2H, d, J = 8,8 Hz) dos hidrogênios em C-3, C-2’ e C-6’ do flavonoide 

apigenina (Figura 87– Pág. 140). Este composto tem sido relatado em Baccharis 

salicifolia (Ruiz & Pad.) Pers. (DEL CORRAL et al., 2012), B. illinita (VERDI et al., 

2004), B. pseudotenuifolia Malag. (MOREIRA et al., 2003), B. retusa (GRECCO et al., 

2012b) e B. trimera (NAGASUKI; KOMAI, 1998). Dentre as atividades biológicas 

atribuídas a apigenina, destacam-se atividades hepatoprotetora (SOICKE; LENG-

PESCHLOW, 1987), citotóxica (FULLAS et al., 1994), antioxidante (AGATI et al., 

2012) e antimicrobiana (TOFIGHI et al., 2015). 

As amostras de B. articulata foram agrupadas em PC1 negativo e PC2 positivo 

pela presença dos buckets em 6,28, 6,78 e 7,58 relativos ao ácido 3,5-dicafeoilquínico 

devido aos sinais em δ 6,28 (1H, d, J = 15,9 Hz), δ 6,78 (2H, d, J = 8,4 Hz) e δ 6,50 

(1H, d, J = 15,9 Hz) característicos desse composto (Figura 87– Pág. 140). Embora 
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este composto esteja presente nas outras espécies de Baccharis, sua menor 

concentração se mostrou relevante no gráfico de loadings para demais espécies.  

O ácido 3,5-dicafeoilquínico tem sido relatado em muitas espécies vegetais, 

como Blumea balsamifera (SUN et al., 2018), Calea pinnatifida (R. Br.) Less. (LIMA et 

al., 2016), Lonicera japonica Thunb (YU et al., 2015), Tussilago farfara L. (WU et al., 

2016), Salicornia herbacea L. (CHO et al., 2016), bem como em Baccharis chilco 

Kunth (ARGOTI et al., 2013), B. gaudichaudiana (AKAIKE et al., 2003), B. retusa 

(GRECCO et al., 2012b) e B. trimera (ABOY et al., 2012). Além disso, são atribuídas 

a ele inúmeras atividades biológicas, dentre as quais pode-se citar, as atividades 

citoprotetora (STOJAKOWSKA et al., 2016), vasodilatadora (PUEBLA et al., 2011), 

antitrombótica (SATAKE et al., 2007), hipoglicemiante (OLENNIKOV; KASHCHENKO, 

2014), analgésica (SANTOS et al., 2005), antimicrobiana (ZHU et al., 2004) e 

antioxidante (HUSSAIN et al., 2014).  

Os compostos fenólicos são reconhecidos por apresentarem capacidade 

antioxidante devido as suas propriedades redutoras, cuja intensidade da ação 

antioxidante depende do número e posição de hidroxilas presentes na molécula 

(RICE-EVANS; MILLER; PÁGANGA, 1997). A presença de compostos fenólicos em 

plantas está associada, principalmente com a proteção e conferem alta resistência a 

microrganismos e pragas.  

Os flavonoides são formados pela combinação de compostos derivados da 

fenilalanina a partir da via metabólica do ácido chiquímico e do ácido acético Os 

flavonoides protegem plantas de diferentes estresses bióticos e abióticos e sua 

formação é acelerada pela luz, além de funcionarem como moléculas sinalizadoras, 

compostos alelopáticos, fitoalexinas, agentes desintoxicantes e compostos defensivos 

antimicrobianos (SAMANTA; DAS; DAS, 2011). Além disso, são responsáveis pela 

cor e aroma das flores e frutas, atração de polinizadores, e auxiliar na produção de 

sementes, geminação de esporos, crescimento e desenvolvimento de mudas, e 

desempenham papéis contra a resistência à geada, à seca, na aclimatação de calor 

de plantas e tolerância ao congelamento (SAMANTA; DAS; DAS, 2011). 

No que se refere aos pré-processamentos, o escalamento por Pareto e 

autoescalamento são mais empregados em dados de RMN. O escalamento por 

Pareto é mais apropriado quando sinais mais intensos são menos suscetíveis ao 

ruído. Este escalamento reduz a importância dos sinais intensos, mas não tão 
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drasticamente quanto o autoescalamento, tornando a estrutura dos dados 

parcialmente inalterada (FERREIRA, 2015). 

Neste trabalho, o escalamento por Pareto e dados centrados na média foram 

mais promissores na discriminação das espécies de Baccharis. Entretanto, os 

compostos fenólicos reconhecidos pela Farmacopeia Brasileira para identificação de 

B. trimera foram evidenciados somente ao empregar o autoescalamento, pois a 

concentração destes no material vegetal é baixa em comparação com o composto 

acetato de carquejila. 

Resultados similares foram observados considerando somente a região de 

compostos alifáticos (δ 4,80-0,30), tanto dados centrados na média (Figura 88 – Pág. 

148), quanto utilizando escalamento por Pareto (Figura 89 – Pág. 149), o que sugere 

que esta região é relevante para discriminação das espécies de Baccharis. Já 

utilizando a região aromática (δ 11,30-6,00), ao empregar diferentes pré-

processamentos não foi observada uma discriminação entre as espécies (Figura 90 
e 91 – Pág. 150-151). Isto demonstra que a composição química de compostos 

aromáticos é bastante similar entre as espécies investigadas. Por outro lado, estas 

análises evidenciam que as espécies apresentam diferentes composições químicas 

de compostos alifáticos, ao menos aqueles observados por RMN HR-MAS de 1H. 
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As análises quimiométricas considerando toda a região espectral (δ 11,3 a 

0,3) incluindo as regiões referentes ao sinal de pré-saturação do sinal da água e do 

solvente foram realizadas de modo a verificar se realmente seria necessário excluir 

essas regiões (Figuras 92 e 93 – Pág. 153-154).  

A análise quimiométrica utilizando dados centrados na média e sem exclusão 

alguma de regiões permitiu observar uma discriminação idêntica à verificada ao excluir 

as regiões relacionadas ao sinal de pré-saturação do sinal da água e do solvente 

(Figura 92 – Pág. 153). Esse resultado foi alcançado devido a dois fatores: (1) 

Eficiência e reprodutibilidade na pré-saturação do sinal da água utilizando a sequência 

zgpr observada na sonda de HR-MAS (Figura 93 – Pág. 154); (2) Utilização da mesma 

quantidade de amostra e solvente deuterado no rotor de HR-MAS. Em suma, se estes 

dois cuidados forem adotados, a metodologia discutida torna-se mais simples, o que 

permite sua ampla utilização, inclusive para não especialistas em RMN. 
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4.4.2 Análise de Componentes Principais das espécies Baccharis trimera e B. 

myriocephala 

 

A análise de componentes principais empregando todas as amostras de 

referência não evidenciou discriminação entre as espécies B. trimera e B. 

myriocephala, independentemente do pré-processamento ou região espectral 

utilizada. Como destacado anteriormente, B. trimera é a única espécie de Baccharis 

incluída na 5ª edição da Farmacopeia Brasileira e RENISUS por apresentar 

reconhecidas propriedades medicinais. Desta maneira, análises de componentes 

principais considerando somente as espécies B. trimera e B. myriocephala foram 

realizadas. 

A PCA do gráfico de PC1 versus PC2 explicam 72,14% e 46,82% da variância 

explicada dos dados utilizando dados centrados na média e escalamento por Pareto, 

respectivamente (Figuras 94 e 95 – Pág. 156-157). No entanto, mesmo considerando 

somente as duas espécies, não foi possível discriminar em dois grupos distintos, 

independentemente do pré-processamento utilizado. Foi observada apenas uma 

tendência de separação entre as espécies ao longo de PC1 (Figuras 94 e 95 – Pág. 

156-157), onde essa pequena diferença pode ser devido a fatores edafoclimáticos. 

Os gráficos de loadings evidenciaram que os buckets 1,73 e 2,03 foram os 

principais responsáveis pela a discriminação parcial. Desta forma, é possível concluir 

que a espécie B. trimera apresenta uma maior quantidade de acetato de carquejila 

quando comparada a B. myriocephala, o que foi confirmado através da análise visual 

(Figuras 94, 95 e 96 – Pág. 156-158). No entanto, seria interessante validar essa 

informação através de outra técnica, como o HPLC, por exemplo, visando confirmar a 

similaridade química entre essas espécies. 

Como não foi evidenciada separação empregando dados centrados na média 

e escalamento por Pareto, a análise quimiométrica empregando o autoescalamento 

foi conduzida, uma vez que neste pré-processamento todos os sinais contribuem 

igualmente para discriminação, sendo assim, os sinais minoritários são também 

considerados (VAN DER BERG et al, 2006).  
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Figura 96 – Ampliação da região entre δ 2,50-0,60 dos espectros de RMN HR-MAS de 1H de B. trimera 

e B. myriocephala, destacando a presença do acetato de carquejila. 

A PCA com autoescalamento englobando PC1 versus PC2 explicam 44,96% 

e 13,35% da variância dos dados, totalizando 58,30% da variância total (Figura 97 – 

Pág. 159). Novamente, a análise do gráfico de scores permitiu observar uma 

tendência de separação entre as espécies, porém menos efetiva comparada ao dados 

centrados na média ou escalamento por Pareto. A maioria das amostras de B. 

myriocephala estão distribuídas em PC2 positivo, por sua vez, as amostras de B. 

trimera ocupam PC2 negativo, ou seja, foi necessária uma componente principal a 

mais para discriminar as espécies (Figura 97 – Pág. 159).  

O gráfico de loadings empregando o autoescalamento corrobora com os 

resultados já mencionados, em que o acetato de carquejila, compostos alifáticos 

contribuem para disposição de B. trimera em PC2 negativo, enquanto compostos 

fenólicos e ácidos graxos auxiliam na distribuição da maioria das amostras de B. 

myriocephala e algumas de B. trimera em PC1 positivo (Figura 97 – Pág. 159). 
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Os resultados obtidos empregando autoescalamento confirmam aqueles 

apresentados por Lourenço (2017), cuja análise de PCA dos dados de espectros de 

infravermelho da região do infravermelho próximo foi observada uma discriminação 

parcial entre as amostras B. trimera e B. myriocephala por PC2. 

Os resultados confirmam que a composição química das espécies B. trimera 

e B. myriocephala são bastante similares, indicando assim que ambas as espécies 

poderiam ser utilizadas para fins medicinais e incluídas na Farmacopeia Brasileira. No 

entanto, esta conclusão deverá ser corroborada por ensaios de atividade biológica, a 

fim de evidenciar a eficácia e segurança quanto ao uso dessa outra espécie de 

Baccharis, o que é extremamente importante para inclusão na Farmacopeia. 
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4.4.3 Classificação por PLS-DA das espécies B. trimera e B. myriocephala 

 

As análises quimiométricas realizadas anteriormente foram baseadas em 

métodos não supervisionadas, PCA. Desta forma, na tentativa de discriminar essas 

espécies, realizou-se uma análise supervisionada através da análise discriminante por 

mínimos quadrados parciais em que mais uma informação é introduzida no conjunto 

de dados. Neste método de classificação, a informação sobre a origem das amostras 

é considerada. 

Mesmo utilizando uma análise supervisionada, foi observada somente uma 

discriminação parcial, apenas um pouco mais efetiva comparada a PCA (Figura 98 – 

Pág. 162). Os resultados apresentados neste trabalho estão em consonância com os 

apresentados na literatura, onde a dificuldade de discriminação entre as espécies B. 

trimera e B. myriocephala é observada através da PCA realizada em dados de 

infravermelho médio e próximo (LOURENÇO, 2017).  

A dificuldade de identificação botânica e reclassificações de espécies da 

seção Caulopterae tem sido relatada na literatura, em que B. myriocephala é 

comumente confundida com B. trimera devido ao táxon próximo morfologicamente no 

estado do Rio de Janeiro, por exemplo (HEIDEN et al., 2012). Apesar disso, Heiden 

et al. (2009) classificam B. trimera e B. myriocephala como táxons distintos ao nível 

de espécie. A identificação equivocada de espécies morfologicamente semelhantes 

dificulta estudos químicos, pois a composição química pode estar sendo descrita em 

espécies identificadas erroneamente. 

Dessa forma, o perfil espectral obtido por RMN HR-MAS de 1H pode fornecer 

subsídios para auxiliar na correta classificação taxonômica de espécies da seção 

Caulopterae, uma vez que fornece um perfil mais informativo da matriz comparado 

aos métodos convencionais. Além disso, os resultados apresentados enfatizam 

novamente que a composição química entre as duas espécies é realmente muito 

semelhante. 
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4.4.4 Determinação da autenticidade das amostras comerciais de carqueja 

 

As análises quimiométricas de PCA que apresentaram melhor separação 

entre as espécies das amostras foram utilizadas como modelo de classificação para 

predizer as espécies das amostras comerciais de carqueja. Sendo assim, os modelos 

de classificação foram construídos utilizando toda região espectral utilizando dados 

centrados na média e escalamento por Pareto. O uso desses modelos permitiu 

classificar somente três amostras (11,5 %) e suas replicatas como pertencentes ao 

grupo das espécies B. myriocephala e B. trimera em PC1 positivo (Figuras 99 e 100 

– Pág. 164-165). As outras amostras comerciais foram dispostas em PC1 negativo 

próximas as espécies B. junciformis, B. milleflora e B. articulata do Paraná.  

Além disso, observou-se ainda que as amostras BC1, BC2, BC3, BC4, BC10, 

BC17, BC18, BC22, CO04 e CO05 e suas replicatas apresentam-se próximas a B. 

milleflora e B. articulata proveniente do estado do Paraná. As amostras BC5, BC6, 

BC7, BC8, BC9, BC11, BC12, BC13, BC14, BC15, BC16, BC20 e BC21 ficaram 

agrupadas e mostraram uma tendência de separação em relação as demais espécies, 

o que pode estar relacionado a regionalidade, pois essas amostras foram adquiridas 

no estado de Minas Gerais. Dessa forma, seria interessante incluir amostras de 

referência de B. myriocephala e B. trimera cultivadas em MG cobrindo assim, uma 

faixa mais ampla. 

Os resultados apresentados mostram a existência de inconstância na 

composição química das amostras comerciais, o que pode estar atrelado a falta de 

um controle de qualidade rigoroso em relação a sua comercialização. Além disso, os 

dados sugerem que a maioria das amostras não pertencem a B. trimera.  

No entanto, vale ressaltar que todas as amostras comercias foram 

classificadas como Baccharis, apenas não foram classificadas como B. myriocephala 

e B. trimera, o que é justificável pela grande dificuldade de reconhecimento das 

espécies pelos ervateiros. As três amostras identificadas como B. myriocephala ou B. 

trimera possuem a descrição da espécie nas embalagens como B. trimera e 

apresentam registro na Agência Nacional de Vigilância Sanitária. Assim, fica claro a 

importância e urgência de um maior rigor no controle de qualidade desses produtos 

que estão sendo consumidos de forma indiscriminada pela população. 
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Figura 99 – Classificação das amostras comerciais (PC1 versus PC2) utilizando o modelo de 

classificação construído a partir dos espectros de RMN HR-MAS DE 1H das amostras de referência de 

Baccharis, utilizando todo o espectro (δ 11,30-0,30), bucket de 0,05, exclusão da região δ 5,00-4,80 

(supressão do sinal da água), δ 3,34-3,29 (sinal do CD3OD), Dados Centrados na Média. 
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Figura 100 – Classificação das amostras comerciais (PC1 versus PC2) utilizando o modelo de 

classificação construído a partir dos espectros de RMN HR-MAS de 1H das amostras de referência de 

Baccharis, utilizando todo o espectro (δ 11,30-0,30), bucket de 0,05, exclusão da região δ 5,00-4,80 

(supressão do sinal da água), δ 3,34-3,29 (sinal do CD3OD), escalamento por Pareto. 
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4.4.5 Classificação por PLS-DA das espécies de Baccharis e amostras 

comerciais 

 

Com o propósito de verificar a discriminação das espécies investigadas neste 

trabalho foi realizada a análise discriminante por PLS-DA e SIMCA, visando comparar 

a capacidade destes métodos de reconhecimento de padrões na classificação de 

novas amostras, bem como gerar dados que indiquem se as amostras comerciais de 

B. trimera realmente são de fato desta espécie. Estes métodos utilizam informações 

prévias das amostras direcionando a classificação e discriminação. Sendo assim, 

nesta seção serão apresentados os resultados obtidos para os modelos de 

classificação por PLS-DA de B. trimera, B. myriocephala, B. articulata, B. junciformis 

e B. milleflora. 

Para a construção do modelo PLS-DA, o conjunto de calibração foi submetido 

a diferentes pré-processamentos. No entanto, os melhores resultados foram obtidos 

utilizando pré-processamento autoescalamento na matriz X e Y devido ao mesmo 

peso a todas as variáveis, regressão NIPLS e validação cruzada leave one out. Nesta 

validação cruzada, uma amostra é deixada de fora durante a construção do modelo e 

a seguir, esta é prevista pelo modelo construído. Esse processo é repetido até que 

todas as amostras tenham sido previstas e possa então ser calculada a raiz quadrada 

da soma dos erros médios da validação cruzada (RMSECV – Root Mean Square Error 

of Cross Validation) (BRERETON, 2000). 

A escolha do número de variáveis latentes utilizadas em um modelo é de 

extrema importância nos resultados a serem obtidos. A seleção do número LVs inferior 

ao ideal pode resultar no subajuste do modelo, pois não são consideradas todas as 

informações contidas no conjunto amostral. Por outro lado, a seleção de um número 

de LVs maior pode aumentar o ruído e os erros de modelagem, acarretando em um 

sobreajuste do modelo (GEMPERLINE, 2006). Dessa forma, o número de LVs 

considerado adequado será aquele em que se observa uma diminuição do RMSECV.  

A seleção do número de LVs para compor cada modelo foi realizada pelo 

gráfico de número de LVs versus RMSECV. A análise deste gráfico para o modelo de 

classificação das amostras de B. trimera sugeriu testes com 3, 4, 5 e 6 LVs, pois 

apresentaram valores de RMSECV 0,2456, 0,2277, 0,2125 e 0,1942, respectivamente 

(Figura 101 – Pág. 167).  
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Figura 101 – Gráfico de número de variáveis latentes (LVS) versus RMSECV utilizado na construção 

do modelo de classificação por PLS-DA para amostras de B. trimera. 

 

As falhas na manipulação de amostras, bem com, erros instrumentais podem 

gerar amostras anômalas no conjunto de calibração. A presença destas amostras 

pode prejudicar o desenvolvimento do modelo e influenciar na previsão de novas 

amostras. A existência de amostras anômalas no conjunto de calibração foi verificada 

através do gráfico de leverage versus resíduos de Students. Os modelos testados 

para B. trimera sugeriram que as amostras 81, 82 e 133 estavam dentro do limite de 

leverage, mas apresentam altos resíduos de Students, podendo ser consideradas 

anomalias (Figura 102 – Pág. 168). A realização de testes retirando tais amostras do 

modelo não acarretou na diminuição do número de variáveis latentes (Figura 103 – 

Pág. 168). Desta forma, as amostras foram mantidas no conjunto de calibração do 

modelo. 

Uma vez que a variação nos valores de RMSECV considerando 3, 4, 5 e 6 

LVs não foi significativa, optou-se por desenvolver o modelo considerando o menor 

número de variáveis latentes, de modo que não ocasionasse um superajuste do 

mesmo. 
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Figura 102 – Gráfico de leverage versus resíduos de Students utilizado na construção do modelo de 

classificação por PLS-DA para amostras de B. trimera. 

 

 
Figura 103 – Gráfico de número de variáveis latentes versus RMSECV utilizado na construção do 

modelo de classificação por PLS-DA para amostras de B. trimera excluindo as amostras 81, 82 e 133. 
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De forma a verificar as variáveis (deslocamentos químicos) mais significativas 

na construção do modelo, o gráfico de variáveis versus vetor de coeficiente de 

regressão foi construído (Figura 104 – Pág. 169). As variáveis 65 e 85 correspondem 

aos sinais atribuídos ao flavonoide canferol em δ 8,06 (2H, d, 8,9 Hz) e 6,91 (2H, d, 

8,9 Hz), respectivamente. Além disso, foi observada que as variáveis 72 e 74 

correspondem aos sinais em δ 7,63 (1H, dd, 8,9 e 2,3 Hz) e 7,73 (1H, d, 2,3 Hz) da 

quercetina, enquanto a variáveis 76 e 89 foram atribuídas aos sinais em δ 7,53 (1H, 

dd, 8,5 e 2,2 Hz) e δ 6,90 (1H, d, 8,5 Hz) do flavonoide 3-O-metilquercetina. Da mesma 

forma, as variáveis 98, 99 e 102 são representativas do anel A de flavonoides (Figura 
104 – Pág. 169).  

Por outro lado, as variáveis 189 e 192 foram atribuídas aos sinais em 1,73 

(3H, sl) e 2,02 (3H, s) do acetato de carquejila (Figura 104 – Pág. 169). A presença 

de outras variáveis correspondentes a região alifática desempenhando importante 

influencia no modelo corroboram com os resultados observados nas análises 

quimiométricas realizadas anteriormente. 

 

 
Figura 104 – Gráfico de variáveis versus vetor de regressão com 4 LVS do modelo PLS-DA para as 

amostras de B. trimera. 
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Após a construção do modelo, a previsão das amostras do conjunto de 

validação foi realizada. Assim como para B. trimera, foram construídos modelos para 

as amostras de B. myriocephala, B. articulata, B. junciformis e B. milleflora, cujos 

resultados são apresentados na Tabela 20 em que são descritas a porcentagem de 

classificação dos conjuntos de validação externa, o número de LVs, RMSECV e R2 

dos modelos empregados para posterior previsão das amostras comerciais. 

Os resultados apresentados na Tabela 20 mostram que os modelos 

apresentam uma eficiente capacidade preditiva utilizando um número de variáveis 

latentes menor para explicar os modelos que o trabalho desenvolvido por Lourenço 

(2017) em que foi empregada a espectroscopia no infravermelho médio e próximo. Os 

resultados sugerem que os modelos construídos neste trabalho apresentam menores 

erros de previsão, o que pode estar relacionado a maior sensibilidade da técnica.  

A previsão das amostras existentes na validação permitiu observar 100% de 

acertos durante a previsão das amostras de Baccharis, exceto para B. trimera (Tabela 
20, Pág. 170), o que foi relacionado a composição química semelhante em 

comparação a B. myriocephala.  
 
Tabela 20 – Resultados obtidos para os modelos construídos com as amostras de B. trimera, B. 

myriocephala, B. articulata, B. junciformis e B. milleflora. 

 

 

A aplicação dos modelos construídos por PLS-DA para previsão das amostras 

comerciais é apresentada na Tabela 21. Apesar da utilização de um numero de 

variáveis latentes menor, os resultados da classificação das amostras comerciais, 

permitiu constatar que nenhuma das amostras comerciais foi classificada como B. 

trimera, estando de acordo com os resultados observados por Lourenço (2017). 

As amostras BC3, CO04 e suas replicatas não foram classificadas em 

nenhum dos modelos avaliados, sugerindo que estas amostras podem ser alguma 

Espécie LVs RMSECV R2 Validação externa 

B. articulata 4 0,058 0,991 100% 

B. junciformis 4 0,069 0,973 100% 

B. milleflora 4 0,077 0,964 100% 

B. myriocephala 4 0,220 0,866 100% 

B. trimera 4 0,220 0,859 96% 
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espécie que não foi investigada neste trabalho. Por sua vez, as amostras BC5, BC6, 

BC7, BC8, BC9, BC11, BC12, BC13, BC14, BC15, BC16, BC20, BC21 e BC22 foram 

classificadas em dois (B. myriocephala e B. articulata) ou três modelos (B. 

myriocephala, B. milleflora e B. articulata), o que pode estar relacionado a misturas de 

espécies no produto comercializado. 

Os resultados da classificação das amostras comerciais podem estar 

relacionados a combinação de espécies, identificação botânica equivocada, bem 

como, comércio inadequado deste fitoterápico (BONA et al., 2003; HEIDEN et al., 

2006). Além disso, a regionalidade é um fator preponderante a ser considerado, uma 

vez que a maioria das amostras com resultados de classificação divergentes são 

provenientes do estado de Minas Gerais, pois condições de solo e clima diferentes 

alteram o conteúdo dos metabólitos.  
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4.4.6 Classificação pelo SIMCA das espécies de Baccharis e amostras 

comerciais 

 

0endo novas amostras como pertencentes a uma ou mais classes ou 

nenhuma classe.  

Na construção do modelo SIMCA são ajustados modelos de PCA para cada 

uma das classes. Neste caso, foram utilizados o mesmo conjunto amostral descrito 

na avaliação do PLS-DA. Foram avaliados diferentes pré-processamentos. 

Entretanto, optou-se por utilizar o autoescalamento, pois neste as variáveis 

apresentam a mesma importância. O número de componentes principais selecionados 

para cada classe, bem como a variância capturada são apresentados na Tabela 22. 

As PCs escolhidas para cada classe foram estabelecidas, através da análise de 

gráficos dos valores de Q versus T2, pois através deles é possível observar a distância 

das amostras entre as classes bem como a distribuição das amostras dentro de cada 

classe. 

 
Tabela 22 – Informações sobre o SIMCA. 

Classe Espécies PC Variância capturada (%) 
% Classificação da 
Validação externa 

1 B. articulata 4 77,08 

71,43 
2 B. junciformis 4 79,81 
3 B. milleflora 4 88,42 
4 B. myriocephala 5 81,13 
5 B. trimera 5 75,75 

 

Os resíduos (Q) indicam quão diferentes as amostras são das utilizadas no 

modelo. Dessa forma, altos valores de resíduos sugerem que as espécies são 

diferentes das demais amostra, enquanto valores baixos indicam que as amostras são 

similares entre si. Já a distância entre uma classe e outra sugere que quanto maiores 

forem os valores mais confiável é o modelo.  

Dessa forma, a análise dos gráficos de Q versus T2 para cada classe 

considerando as componentes principais estabelecidas permitiu observar que os 

números de componentes principais selecionados para as amostras de referência de 
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B. articulata, B. junciformis e B. milleflora foram eficientes em separá-las das demais 

espécies (Figuras 105, 106 e 107, Tabela 22 – Pág. 174-175).  

 
Figura 105 – Gráfico de Q versus T2 para as amostras projetadas no modelo para classe 1 (B. 

articulata). 

 
Figura 106 – Gráfico de Q versus T2 para as amostras projetadas no modelo para classe 2 (B. 

junciformis). 
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Figura 107 – Gráfico de Q versus T2 para as amostras projetadas no modelo para classe 3 (B. 

milleflora). 

Por sua vez, nas espécies B. myriocephala e B. trimera é observada uma 

proximidade entre as classes, acarretando em um modelo com sobreposição de 

hipercaixas, fato este relacionado à similaridade química entre estas espécies (Figura 
108 e 109, Tabela 22 – Pág. 173, 176). Apesar disso, o modelo foi utilizado na 

validação externa. 

É possível observar que o modelo construído através do SIMCA apresenta 

uma boa condição para que possa ser utilizado na previsão, considerando as % de 

classificação do conjunto de validação externa (Tabelas 22 e 23 – Pág. 173,178). 
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Figura 108 – Gráfico de Q versus T2 para as amostras projetadas no modelo para classe 4 (B. 

myriocephala). 

 
Figura 109 – Gráfico de Q versus T2 para as amostras projetadas no modelo para classe 5 (B. trimera). 
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A análise das amostras da validação cruzada permitiu observar que 10 

amostras apresentaram problemas de previsão (Tabela 23 – Pág. 178). Destas, as 

amostras 1, 2, 14, 15, 18, 20, 38 e 39 foram previstas como pertencente a classe mais 

próxima da correta, devido a pequenos valores de resíduos. Por outro lado, as 

amostras 44 e 45 foram previstas em classes erradas. Observou-se ainda que as 

amostras 23, 27, 28, 29 e 30 foram classificadas como pertencente a duas classes, 

mas no centro da classe 4, o que mostra a dificuldade de classificação entre B. trimera 

e B. myriocephala e separação como observado na PCA (Tabela 23 – Pág. 178). 

Após obtenção de um modelo significativo considerando a eficiente 

capacidade de previsão das amostras do conjunto de validação externa, este foi 

empregado na previsão das amostras comerciais, cujos resultados são apresentados 

na Tabela 24 (Pág. 179). 

Assim como evidenciado no PLS-DA, nenhuma das amostras comerciais 

foram classificadas como pertencente a classe 5, correspondente a B. trimera. 

Observou-se ainda que, somente a amostra CO01 e sua replicata foram classificadas 

como pertencentes a classe da B. myriocephala (4), enquanto as amostras 

remanescentes foram classificadas como não pertencente as classes existentes e 

próximas das classes relativas as espécies B. articulata (1), B. milleflora (3) e B. 

myriocephala (4). Além disso, as amostras comerciais mostraram altos valores de 

resíduos, o que pode indicar que as espécies comerciais podem não pertencer as 

espécies investigadas. 

Os métodos de classificação SIMCA mostraram resultados inferiores para as 

amostras da validação externa quando comparado ao PLS-DA. Apesar disso, tais 

resultados foram similares em ambos os métodos, onde nenhuma das amostras foi 

classificada como B. trimera, espécie recomendada pela Farmacopeia Brasileira. 
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O uso de espectros de RMN HR-MAS de amostras de referência de Baccharis 

como modelo na classificação das amostras comerciais permitiu verificar que todas 

se tratavam de espécies de Baccharis. Porém, somente 11% das amostras foram 

consideradas B. trimera ou B. myriocephala quando submetidas a classificação ao 

utilizar o AMIX, enquanto a classificação das amostras por meio do PLS-DA e SIMCA 

através do software MATLAB mostrou resultados semelhante em que nenhuma das 

amostras comerciais foram classificadas como B. trimera. 

Dessa forma, seria importante implantar o uso de novos métodos para avaliar 

a autenticidade de B. trimera, como o perfil espectral obtido por RMN HR-MAS, pois 

este fornece uma impressão digital da planta medicinal. 
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5. CONCLUSÃO 
 

A espectroscopia de RMN HR-MAS de 1H revelou-se uma excelente 

ferramenta no controle de qualidade de plantas medicinais e medicamentos 

fitoterápicos, bem como, na classificação taxonômica de espécies morfologicamente 

semelhantes quando aliada às análises quimiométricas. Além de possuir a vantagem 

de permitir a obtenção de informações relevantes sobre a composição química 

diretamente das amostras, em seu ambiente natural, de forma simples e direta.  

A análise de espectros de RMN HR-MAS uni e bidimensionais e comparações 

com dados da literatura permitiu identificar 13 metabólitos: acetato de carquejila, 3-O-

metilquercetina, quercetina, canferol, apigenina, ácido siríngico, trans-melilotosideo, 

cis-melilotosideo, ácido 3,5-dicafeoilquínico, cafeato de 4'-O-β-glucopiranosil-3',5'-

dimetoxibenzila (BaII), carbonato de 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-tetraidro-

2H-piran-2-il-acetil (BaIII) e 4-O-β-glucopiranosil-3,5-dimetoxibenzil-metanol (BaIV) e 

ácido cafeico. Os compostos trans-melilotosídeo e cis-melilotosídeo foram relatados 

pela primeira vez na espécie B. milleflora. 

A RMN HR-MAS aliada à quimiometria possibilitou a discriminação das 

amostras de B. trimera e B. myriocephala das demais espécies de Baccharis 

estudadas (B. articulata, B. milleflora e B. junciformis). A análise de componentes 

principais revelou a diferenciação das espécies, bem como, a inter-relação entre B. 

trimera e B. myriocephala, distinguidas das demais espécies pela presença do acetato 

de carquejila. Já estas duas espécies não puderam ser discriminadas entre si, 

indicando que ambas são quimicamente semelhantes e poderiam ser utilizadas para 

fins medicinais, desde que teste biológicos sejam realizados em B. myriocephala. 

A aplicação de métodos de classificação para avaliar a autenticidade das 

amostras comerciais revelou que se tratavam de espécies de Baccharis, porém 

poucas foram classificadas como de B. trimera ou B. myriocephala. Em particular, os 

modelos PLS-DA através do MATLAB mostraram melhores resultados com uma 

capacidade de reconhecimento de 100% das amostras de validação externa, exceto 

para o modelo da B. trimera (96%), o que foi relacionado a composição química 

semelhante em comparação a B. myriocephala. Por sua vez, a classificação das 

amostras comerciais permitiu constatar que nenhuma das amostras comerciais foi 
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classificada como B. trimera, o que sugere mistura de espécies na erva medicinal 

comercializada.  

Devido à similaridade química entre B. trimera e B. myriocephala, o SIMCA 

classificou corretamente 71,43% das amostras de referência de Baccharis. Assim 

como os modelos PLS-DA, o SIMCA mostrou que 100% das amostras comerciais não 

foram classificadas como B. trimera, espécie recomendada pela Farmacopeia 

Brasileira e presente na RENISUS. Além disso, somente 3,84% foi classificada como 

B. myriocephala.  

Os resultados da classificação das amostras comerciais podem estar 

relacionados a combinação de espécies, identificação botânica equivocada atrelado 

ao comércio inadequado deste fitoterápico. Assim, há a necessidade de um controle 

de qualidade mais rigoroso em relação a comercialização de ervas medicinais, uma 

vez que podem ser espécies não recomendadas para uso, cujos efeitos toxicológicos 

ainda não foram avaliados, bem como, pode haver mistura de espécies no produto 

comercializado. 

Este trabalho apresentou um indicativo das diferenças e semelhanças 

químicas entre as amostras e a sua relação com a qualidade das plantas medicinais 

comercializadas. Para obter um método eficaz de controle de qualidade é necessário 

incluir um maior número de amostras e considerar outras variáveis, como 

sazonalidade e regionalidade abrangendo uma faixa bem maior da estudada. No 

entanto, os resultados deste trabalho fornecem subsídios para pesquisas mais 

aprofundadas, como a realização de teste biológicos e de validação em B. 

myriocephala para sua inclusão na Farmacopeia Brasileira. 

Dessa forma, o perfil espectral obtido por RMN HR-MAS de 1H pode fornecer 

subsídios para auxiliar na correta classificação taxonômica de espécies da seção 

Caulopterae, uma vez que fornece um perfil mais informativo da matriz comparado 

aos métodos convencionais. Assim, este trabalho contribuiu para destacar as 

vantagens da aplicação da RMN HR-MAS associada ao PCA, PLS-DA e SIMCA na 

discriminação e classificação de amostras de referência e comerciais de Baccharis, 

de forma a contribuir na autenticidade de ervas medicinais, considerando a 

composição química através dos dados de RMN HR-MAS. 
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