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RESUMO

Este trabalho estudou o 6leo essencial (OE) da espécie Aniba rosiodora,
mais conhecido com OE de pau-rosa, amplamente usado na industria de
cosméticos devido ao seu bouquet de substancias, que imprime uma fragrancia
caracteristica muito apreciada. Seu composto majoritario é o linalol, que € um
fixador muito utilizado em perfumes. Pelo alto valor agregado ao OE de pau-
rosa e sua exploragdo predatéria ao longo dos anos, seu comércio e
exploracédo tiveram que ser regulamentados. Como se trata de um produto
natural e de alto valor a sua adulteragéo é recorrente. A adulteragcdo do OE,
além de prejudicar a economia local e causar uma concorréncia desleal, expde
0 consumidor a produtos nédo auténticos e que ndo exprimem seguranca da
composicdo. Por isso, se faz necessario um controle de autenticidade dos
Oleos essenciais de pau-rosa comercializados. A presente pesquisa propde a
técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) associada a métodos
Quimiométricos de analise de dados univariada e multivariada (PCA, HCA e
PLS-DA). O uso dessas técnicas associadas apresenta resultados com muita
relevancia nas pesquisas de produtos naturais e metabolébmica, para
identificacdo de marcadores, classificagdo por origem, determinacdo da
autenticidade de diversos produtos, inclusive no caso de OE de pau-rosa. O
método proposto foi aplicado a 135 amostras extraidas ou adquiridas pelo
Laboratério de Produtos Florestais (LPF) e permitiu a discriminacdo desses
0leos em auténticos e ndo auténticos por meio das andlises quimiométricas
associadas a quantificacdo de componentes por meio da técnica de RMNq de
'H. Assim, pela razdo das areas dos sinais de linalol e benzoato de benzila, um
composto minoritario dos OE de pau-rosa, combinada com a condicdo de que a
razao da area da regido entre 4,90 e 2,90 ppm e da area do sinal do linalol em
5,90 ppm deve ser inferior a 1,0, foi possivel diferenciar praticamente todas as
amostras em auténticas e ndo auténticas. A comparacdo entre as amostras
auténticas brasileiras e amostras obtidas no Peru revelaram um agrupamento
das amostras peruanas com as oriundas da cidade de Maués/AM e que o

benzoato de benzila € composto minoritario mais influente nas amostras
obtidas no Brasil.

Palavras-chave: RMN, Linalol, Oleo de pau-rosa, Quimiometria, RMN(q
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ABSTRACT

This study focused on the essential oil (EO) of Aniba rosaeodora,
commonly known as rosewood EO, which is widely used in the cosmetics
industry due to its bouquet of substances that imprint a widely appreciated
characteristic fragrance. Its major component is linalool, a fixative commonly
employed in perfumes. Due to the high value of rosewood EO and its predatory
exploitation over the years, its trade and exploitation had to be regulated. As it
is a natural and high value product, its adulteration is recurrent. Tampering of
the EO, in addition to harming the local economy and causing unfair
competition, exposes consumers to non-authentic products that do not express
safety in their composition. Therefore, it is necessary to control the authenticity
of the essential oils of rosewood marketed. This research proposes the use of
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) technique associated with chemometric
methods of univariate and multivariate data analysis (PCA, HCA, and PLS-DA).
These uses of associated techniques have been presented very relevant results
in research on natural products and metabolomics, for the identification of
markers, classification by origin, determination of authenticity of various
products, including in the case of rosewood EO. The proposed method was
applied to 135 samples extracted or acquired by the Laboratory of Forest
Products (LPF/Brazilian Forest Service) and allowed the discrimination of these
oils into authentic and non-authentic by chemometric analyzes associated with
the quantification of components through *H-gqNMR technique. Thus, by the
ratio of the signal areas of linalool and benzyl benzoate, a minor compound in
rosewood EOs, combined with the condition that the ratio of the area of the
region between 4.90 and 2.90 ppm and the area of the signal of linalool in 5.90
ppm must be less than 1.0 it was possible to differentiate practically all samples
into authentic and non-authentic. The comparison between authentic brazilian
samples and samples obtained in Peru revealed a clustering of peruvian
samples with those from Maués/AM and that benzyl benzoate is the most

influential minority compound in the samples obtained in Brazil.

Keywords: NMR, Linalool, Rosewood oil, Chemometrics, gNMR
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1. INTRODUCAO

O 6leo essencial (OE) da espécie Anibarosiodora, mais conhecido como
OE de pau-rosa, é amplamente usado na industria de cosméticos devido ao
seu bouquet de substancias que imprime uma fragrancia caracteristica muito
apreciada. Os componentes principais dos 6leos essenciais séo terpenos e
fenilpropandides, sendo o composto majoritario o linalol, um terpeno, fixador
muito utilizado em perfumes. (Ohashi; Rosa; Santana, 1997; Moghaddam;
Mehdizadeh, 2017; Contim e Contim, 2018).

O comércio e exploracdo do OE de pau-rosa sado regulamentados pelo
IBAMA (1992), sendo que a espécie Aniba rosiodora esta na lista de espécies
ameacadas de extincao pela CITES (2011) e pela IUCN (2021), criadas para
combater o comércio ilegal e a exploracdo desordenada. Como se trata de um
produto natural e de alto valor econdmico agregado, a adulteracao desse 6leo
ocorre comumente com o objetivo de se aumentar o rendimento e ter um maior
lucro. Misturas do OE de pau-rosa com outros Oleos também sao
comercializadas, 0 que prejudica a economia ao causar uma concorréncia
desleal, e ainda expde o consumidor a produtos ndo auténticos e que nao
exprimem seguranca na composicao (Corddella, et al., 2002; Mosandl, 2004).

Por isso, se faz necessario um controle de autenticidade dos OE de pau-rosa
comercializados.

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) possui uma riqueza
de informacdes, mas de alta complexidade para anélise, principalmente quando
sdo analisadas amostras de matrizes complexas, como sdo as de produtos
naturais. Dessa forma, a associacdo dessa técnica a métodos Quimiométricos
de analise multivariada de dados € uma estratégia com muito potencial nas
pesquisas de produtos naturais e metabolémica. Portanto, a combinacéo entre
RMN e Quimiometria pode ser usada para a identificacdo de marcadores, pois
possibilita o reconhecimento de padrdes e a determinacéo da autenticidade dos
OE de pau-rosa (Trygg; Holmes; Lundstedt, 2007; Freitas, et al., 2018).

A técnica de RMN também possibilita a quantificacdo de componentes

de misturas nas amostras de 6leos, desde que 0s espectros sejam adquiridos



respeitando-se o tempo de relaxagdo adequado, e observando-se outros
parametros de aquisicdo e processamento, como por exemplo, o shimming,
linha de base e faseamento dos espectros. Esses e outros parametros devem
ser observados na aquisicdo e processamento dos espectros usados também
nas analises quimiométricas (Claridge, 2009; Ferreira, 2015). A quantificacao
por RMN pode se dar pelo método do padréo interno, ERETIC (sinal eletrénico
de referéncia) e pelo método PULCON que utiliza de referéncia externa (Rizzo;
Pinciroli, 2005; Dreier; Wider, 2006; Monakhova, et al., 2014).

A analise de componentes principais (PCA, do inglés Principal
Component Analysis) € um dos modelos de analise ndo-supervisionada e
reconhecimento de padrbes mais utilizados na quimiometria, pois busca reduzir
0 numero de variaveis do conjunto de dados sem perder informacgfes
relevantes e torna-las mais faceis de serem visualizadas e interpretadas. Uma
outra analise ndo-supervisionada muito utilizada é a analise hierarquica de
agrupamento (HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis). JA o0 método de
andlise por regressdo dos minimos quadrados parciais com analise
discriminante (PLS-DA, do inglés Partial Least Squares — Discrimination
Analysis) é um método supervisionado frequentemente usado para distinguir
classes previamente definidas e encontrar diferencas que expliguem a
distincdo das classes (Ferreira, 2015; Wold; Martens; Wold, 1982).

Assim, diante do exposto, nesse trabalho foi aplicada a técnica de RMN
associada a Quimiometria para diferenciar OE auténticos e ndo-auténticos de
pau-rosa. A partir da metodologia aplicada neste trabalho buscou-se encontrar
algum componente do OE de pau-rosa que o caracterize e diferencie dos
demais 6leos, 0 que permitiu que esses componentes identificados pudessem
ser quantificados pela técnica de RMNq de H.



2. OBJETIVOS

2.1.Objetivos Gerais

Aplicar a técnica de RMN associada a quimiometria para diferenciar OE
auténticos e ndo-auténticos de pau-rosa. A partir da metodologia aplicada a
esse trabalho, buscou-se determinar e quantificar algum componente do OE de

pau-rosa que o caracterize e diferencie os 0Oleos.

2.2.Objetivos Especificos

e Obter espectros de RMN de 'H de amostras de OE de pau-rosa e
realizacdo de andlises quimiométricas pelos métodos de HCA e PCA
para realizar uma andalise exploratéria do comportamento das amostras
e PLS-DA a fim de discriminar as amostras da classe auténtica das
amostras da classe ndo-auténticas.

e Determinar um ou mais possiveis marcadores ou componentes que
contribuam na diferenciagdo das classes por meio das anédlises
guimiométricas e dos espectros bidimensionais de RMN.

e Quantificar por meio da técnica de RMNq de 'H com padrdo externo
(PULCON) um possivel marcador ou componente que contribua na
diferenciacéo das classes.

e Validar o método de quantificacdo por meio da técnica de RMNq de !H
com padrao externo (PULCON).



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.0leo essencial (OE) de Aniba rosiodora Ducke

Aniba rosiodora Ducke é uma espécie da familia Lauraceae, e €
comumente conhecida como pau-rosa. Sao arvores nativas da Amazénia e o
OE de pau-rosa, extraido de diversas partes da arvore, tem como seu principal
constituinte o linalol racémico (Morais, et al., 1972; Ohashi; Rosa; Santana,
1997; Alencar e Fernandes, 1978). Plantas aromaticas séo parte importante da
economia da Amazobnia, sendo utlizadas na alimentacdo, na medicina,

cosméticos, aromaterapia e perfumaria (Barata, 2012).

A ANVISA define 6leos essenciais como produtos volateis de origem
vegetal que sdo obtidos por processos fisicos como destilagdo por arraste a
vapor e destilagcdo a presséo reduzida. Podendo ser misturados, retificados,
desterpenados, concentrados ou isolados. Sao constituidos principalmente por

terpenos, que sao hidrocarbonetos (Brasil, 2007).

Os OE sédo liquidos a temperatura ambiente, volateis, normalmente
incolores, lipossoluveis e com uma densidade geralmente menor que a da
agua. A principio, podem ser extraidos de todas as partes e 6rgdos das plantas
(Bakkali, et al., 2008).

Os componentes principais dos OE sdo terpenos e fenilpropandides
(Moghaddam; Mehdizadeh, 2017). Os terpenos constituidos por combinacdes
de varias unidades de 5 carbonos (C5) chamados de isoprenos (2-metil-1,3-
butadieno). A biossintese dos terpenos consiste na juncéo dos intermediarios
pirofosfato de isopentenila (IPP) e difosfato de dimetilalila (DMAPP), cujas
estruturas estdo apresentadas na Figura 1. Os principais terpenos sao 0s
monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15). Um terpeno que possui oxigénio

em sua estrutura € chamado de terpendide (Bakkali, et al., 2008; Moghaddam;
Mehdizadeh, 2017).
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Figura 1. Estruturas das moléculas de isopreno, IPP e DMAPP, intermediarios
presentes na biossintese de terpenos.

Os fenilpropandides (Figura 2) consistem em um anel fendlico ligado a
uma cadeia alquila de trés carbonos (C3). Eles podem ainda ter outros
substituintes no anel, como grupos alquila e hidroxila. Podem também formar
oligbmeros a partir da estrutura basica formando estrutura (C6-C3-C6)n. Nos
OE sao encontrados mais frequentemente os fendis ou éteres fendlicos.
Entretanto, esses compostos aromaticos ocorrem com menos frequéncia do
que os terpenos (Bakkali, et al., 2008; Moghaddam; Mehdizadeh, 2017).

Figura 2. Estrutura béasica do fenilpropanodides.

Segundo Moghaddam e Mehdizadeh (2017), existem fatores internos e
externos a planta que podem interferir na composicdo dos OE. Dentre os
fatores internos pode-se citar a genética, populacao, origem da planta, parte da
planta da qual o 6leo foi extraido, idade etc. Ao considerar os fatores externos,
sdo incluidos fatores ambientais, como o clima e habitat, condi¢des de cultivo e
técnicas pds-colheita. Além disso, Bakkali, et al (2008) diz que o perfil quimico
dos OE né&o difere apenas no numero de moléculas e concentracdo dos
constituintes, mas também na estereoquimica das moléculas. Quando a
molécula é opticamente ativa, os dois enantibmeros estdo presentes em

diferentes plantas, mas a mistura racémica também pode ser encontrada em



algumas plantas. Isso pode ser afetado pela regido da coleta e pela existéncia
de diferentes espécies (Ohashi; Rosa; Santana, 1997; Bakkali, et al., 2008).

Além da composicdo, o rendimento da extragcdo do 6leo é um ponto
importante para as atividades econdmicas. Segundo Araujo et al. (1971), o
rendimento em 6leo depende em geral da estacao do ano e da parte da arvore
da qual o éleo é extraido, afirmando que um maior rendimento na extracdo do
OE pelas folhas é obtido em comparacdo com o extraido da madeira. Local,
periodo vegetativo e desenvolvimento da planta foram alguns fatores citados
por Amazonas (2020) que também influenciam no rendimento do OE extraido

das arvores de espécie Aniba rosiodora.

O linalol (C10H180), cujo nome IUPAC é 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol
(Figura 3), € o principal constituinte da espécie Aniba rosiodora (Ohashi, Rosa
e Santana, 1997) e é caracterizado por ser um monoterpeno alcodlico terciario
aciclico de peso molecular 154,25 g/mol e densidade entre 0,858 e 0,867 g/mL
(NCBI). Na estacdo chuvosa, o rendimento da extracdo do linalol é baixo
devido a circulacdo da agua pelas células oleiferas, que tende a solubiliza-lo.
Outro fator que afeta a qualidade do 6leo é a idade da arvore, quanto mais
novas, mais ricas em linalol e quanto mais velhas maior a propor¢céao de outros

terpenos e oxidos de linalol (Araujo, etal., 1971).

Figura 3. Estrutura com carbonos enumerados do linalol, com nome IUPAC 3,7-dimetil-1,6-
octadien-3-ol.

Por conta do terceiro carbono (C3) ser quiral, os dois enantibmeros de
linalol podem ser encontrados nas plantas, o S-(+)-linalol, comumente
chamado de coriandrol (Figura 4A) e R-(-)-linalol, chamado de licareol (Figura

4B). A fragrancias dessas duas substancias se diferem, sendo o coriandrol



percebido como aroma doce, floral, herbaceo e com notas citricas e frutadas, ja
o licareol tem aroma amadeirado e de lavanda (Aprotosoaie, et al., 2014; Lara,
et al., 2018).

S-(+)- linalol (coriandrol) R-(-)- linalol (licareol)
Figura 4. Estrutura dos enantiomeros do linalol, coriandrol (A) e licareol (B).

Componente de OE, o linalol é extraido de varias espécies de plantas da
flora brasileira, principalmente no Norte e Nordeste do pais. Dentre essas
plantas pode-se citar algumas conhecidas como o pau-rosa (Aniba rosiodora),
a tangerina (Citrus reticulata), a bergamota (Citrus bergamia), o jasmin
(Jasminum auriculatum), a lavanda (Lavandula dentata), o manjericdo (Ocimum

gratissimum) e o coentro (Coriandrum sativum) (Camargos; Vasconcelos,
2014).

Por ser uma espécie rica em linalol, a Aniba rosiodora tem seu 6leo
amplamente usado como fixador pela indastria de perfumaria e os produtos
mais refinados utilizam o linalol natural (Marques, 2001; Camargos;
Vasconcelos, 2014), como o Chanel n°5 criado em 1920, famoso perfume
francés (Homma, 2003). Apesar da existéncia do linalol sintético, o bouquet de
Oleos encontrados na espécie € muito particular e ndo é substituivel pelo
sintético (Contim; Contim, 2018). Além do potencial uso na industria de
perfumes, foram confirmadas atividades terapéuticas, que despertaram o
interesse da industria farmacéutica (Kohn, et al., 2012; Everton, et al., 2020;
Teles, et al., 2021; Sampaio, et al., 2012; Guimaraes, et al., 2011).

3.1.1. Comércio

A exploragdo do pau-rosa comega com a identificagdo e corte das
arvores. Os troncos cortados vao para as destilarias para serem processados e

moidos. Essa é uma tecnologia antiga e destrutiva e contribui para a extincao



da planta (Contim; Contim, 2018). A obtencdo dos 6leos voléateis é feita por
processos de destilacdo, como a hidrodestilacédo e a destilacdo por arraste de
vapor d’agua, sendo que ambos 0s processos se baseiam na alta pressao de
vapor dos 6leos (Simoes, et al., 2017).

A producdo comercial do OE de pau-rosa comegou na América do Sul
no século XX e em meados de 1950 era amplamente exportado, mas no final
da década de 1960 o linalol sintético foi introduzido no mercado fazendo com
que a exportagdo do OE declinasse. Além disso, o ressurgimento de folhas e
madeiras de Ho da China (Cinnamon camphora) que possui teor de linalol
semelhante ao do pau-rosa, ajudou no declinio das exportacdes do OE de pau-
rosa. Na década de 1980 sua exportacdo estabilizou por volta de 100 toneladas
por ano e posteriormente comecgou a ser exportado por demanda. Seu primeiro

lugarno mercado é na América do Norte e na Europa Ocidental (Ohashi; Rosa,;
Santana, 1997).

O OE de pau-rosa possui larga demanda e um alto valor agregado
nacional e internacionalmente. A disponibilizacdo dos dados pelo Ministério da
Industria, Comércio Exterior e Servicos em relacdo a exportacdo de OE de pau-
rosa comecou no ano de 1989. Nos anos 2000 a quantidade exportada ainda
era acima de 30 toneladas por ano e tinha um valor aproximado de US$
33,00/kg (Brasil, 1989-2021). Pela primeira vez, em 2010, foi exportado menos
de 5 toneladas desse Oleo. Em contrapartida, o valor aproximado por
quilograma liquido foi de US$ 116,00. Desde 2018, o valor por quilograma
liguido é maior que US$ 300,00. A quantidade exportada em 2020 foi de
apenas 360 kg com valor de US$ 350,00/kg e em 2021 foram exportados 1440
kg por aproximadamente US$ 318,00/kg (Brasil, 1989-2021).

Com os dados do Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos é
possivel visualizar o aumento do valor agregado ao OE de pau-rosa no
comeércio exterior pelo grafico apresentado na Figura 5. O valor FOB (Free on
Board) refere-se ao preco da mercadoria em dolares americanos em que 0
vendedor assume a responsabilidade de embarcar a mercadoria, sendo o frete

responséavel pelo comprador, além de seguros e demais custos pds-embarque,



ou seja, o valor informado é exclusivamente da mercadoria, onde quilograma
liquido expressa o preco liquido da mercadoria (Brasil, 2020).
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Figura 5. Grafico dos valores FOB em USD por quilograma litro de 6leo com o passar
dos anos.

Em decorréncia de uma exploracdo desordenada, na Regido
Amazobnica, varias espécies de arvores de alto valor econdmico sao
consideradas ameacadas de extincao (Morais, et al., 1972; Rosa, et al., 1997).
Considerando o potencial econdmico do OE de pau-rosa, sua exploracéo
seguiu 0 modelo predatério classico, no qual o propdsito era um maior lucro em
menos tempo. Esse modelo extrativista baseava-se no corte raso
indiscriminado, sem considerar a idade das plantas, a regeneracdo e a

recomposi¢cao das populagdes (Krainovic, etal., 2017).

A exploracdo das arvores da espécie Aniba rosiodora se tornou
insustentavel, pois praticamente todas as arvores foram derrubadas para a
producéo do 6leo nas destilarias. Foi estimada em, no minimo, 825 mil arvores
de pau-rosa na Amazonia brasileira derrubadas entre os anos de 1937 e 2002
(Lara; Costa; Sampaio, 2021). Com a exploracado desordenada, praticamente
nao se existem mais populacdes naturais de pau-rosa, limitando-se agora a
plantacdes e algumas regides remanescentes em reservas florestais no Brasil
(Contim; Contim, 2018).

Tudo isso levou a espécie a receber, na 152 Conferéncia das Partes

(CoP15) em 2010, o status de ameacada de extin¢do, entrando na lista da



CITES, apéndice Il, em que esté incluso as toras de madeira, madeira serrada,
folhas de madeira, madeira compensada e OE da espécie Aniba rosiodora.

Isso quer dizer que, a espécie é protegida pela CITES contra a exploracao
excessiva pelo comércio internacional (CITES,2011).

Em 2020, foi a udltima verificacdo da Aniba rosiodora pela Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais das
espécies ameacadas (IUCN), e a espécie continua na Lista Vermelha de
Espécies Ameagadas da IUCN, considerada como em perigo e em declinio de
populacdo (IUCN, 2021; Barstow, 2021).

No Brasil, a regulamentacdo se da desde 1992 pelo IBAMA. A Portaria
IBAMA N° 37-N de 03 de abril de 1992 incluiu na Lista Oficial de Espécies da
Flora Brasileira Ameacadas de Extingdo a espécie Aniba rosiodora Ducke
(Brasil, 1992). Em 2014 o Ministério do Meio Ambiente publicou a Portaria
MMA n° 443 que se refere a Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora

Ameacadas de Extingcdo e a Aniba rosiodora se encontra como “Em Perigo”
(Brasil, 2014).

A inclusdo da espécie nas listas da CITES e IUCN, significa um
processo de combate ao comércio ilegal da espécie entre 0s paises
signatarios, o que somado as restricbes impostas pela legislacdo brasileira,
coibiu a extracdo predatoria e irregular (Lara; Costa; Sampaio, 2021).

Para tentar encontrar formas de explorar o OE de pau-rosa sem
provocar a extingdo da espécie, foram feitos estudos a fim de comparar o
rendimento e qualidade do 6leo extraido das folhas das arvores do extraido
comumente pela madeira da arvore. Foi confirmado que o 6leo obtido de folhas

e galhos apresenta qualidade semelhante ao da madeira (May; Barata, 2004,
Sampaio, et al., 2003; Souza, etal., 2011).

3.1.2. Adulteracao

O uso de matérias-primas naturais € visto como uma forte vantagem no
mercado devido a crescente busca de produtos considerados organicos,

veganos, sustentaveis, e com menos aditivos quimicos. Inclusive sédo produtos
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gque possuem vantagens de marketing, por serem atrativos ao consumidor.
Porém, os extratos naturais sdo muito mais caros do que 0s materiais
sintéticos, logo, existem muitos casos de adulteracdo (Culp; Noakes, 1990).
Portanto, a autenticidade dos OE €& de grande importancia para 0s
consumidores e para a economia. Para os consumidores, ha a importancia de
se saber realmente o que se esta consumindo e se ter uma seguranca diante
disso. Economicamente, a autenticacdo tem como finalidade evitar
concorréncia desleal que prejudique o mercado (Corddella, et al., 2002;
Mosandl, 2004). Além disso, com a alta relevancia comercial dos OE, a
otimizac&o dos lucros usando materiais sintéticos mais baratos adicionados ao
Oleo natural € uma consequéncia, assim como a mistura de outros o6leos
volateis, mas que possuem preco de mercado inferior, a fim de aumentar o
rendimento e obter maior retorno financeiro (Kénig; Hochmuth, 2004; Salgueiro;
Martins; Correia, 2010; Souza, et al., 2011).

Para atestar a autenticidade dos OE existem técnicas analiticas que
podem ser usadas para detectar adulterantes conhecidos, embora os
constituintes quimicos dos OE, como dito anteriormente, variem dependendo
da colheita, estacdo, clima, habitat, processo de colheita e pds-colheita. Com
isso, a autenticidade pode ser controlada usando valores quantitativos, visto
que varios regulamentos levam em consideragdo a Vvariabilidade da
composicdo quimica (Do, et al., 2015). Nesse sentido, € importante destacar
que a diferenca enantiomérica que o linalol possui € util no controle de

qualidade dos OE e dos 6leos-resinas, pois podem atestar a autenticidade
(Ravid, et al., 1997).

Com a preocupacéo crescente na preservacao da floresta Amazonica e
a exigéncia da industria para um 6leo de pureza elevada, além de todas as
legislagbes e regulacdes quanto a espécie Aniba rosiodora, é necessario um

controle de autenticidade dos OE comerciais (Pastore, et al., 2022).
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3.2. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

3.2.1. Histérico e Fundamentos

7

A espectroscopia de RMN €& comumente usada na elucidagdo de
estrutura, tanto de compostos sintetizados quanto de produtos naturais ou
semissintéticos (Holzgrabe, 2010). Além disso, € uma técnica analitica verséatil
e poderosa e pode ser aplicada tanto a materiais solidos quanto liquidos, e tem
se tornado cada vez mais popular na analise de alimentos, bebidas, 6leos e

lipideos, legumes, carnes e laticinios (Claridge, 2009; Hatzakis, 2018).

A técnica teve seu primeiro sucesso demonstrado por dois grupos
simultaneamente. Em Harvard, por Purcell, Torrey e Pound em 1945 e em
Stanford por Bloch, Hansen e Packard no mesmo ano (Andrew, 1992).
Jungnickel e Forbes (1963) descreveram a utilizacgo da RMN para

quantificacdo, quando utilizaram a técnica para determinar pureza e quantidade
de hidrogénio em mais de 20 compostos.

A utilizacdo da RMN normalmente ndo requer um pré-tratamento da
amostra, como separacdo e purificagdo do analito. Além disso, um unico
espectro de hidrogénio € capaz de fornecer muitas informacdes, como
informagdes estruturais, de composicao dos principais constituintes e ainda
pode fornecer dados quantitativos (Tavares; Ferreira, 2006). A técnica possui
cardter ndo destrutivo e de alta precisdo e reprodutibilidade e com alto

potencial de analises de multicomponentes (Hatzakis, 2018).

Hollis (1963) no inicio da utilizacdo da técnica também apontou a
quantificacdo por RMN como uma técnica direta e que ndo necessita de curva
de calibracdo, requerendo na maioria das vezes apenas um padrédo de
referéncia que pode ser diferente do analito. Essa facilidade decorre do fato
que as absortividades para os prétons dos sinais de interesse dos espectros
serem constantes e ndo serem alterados significativamente por interagdes com

solventes.

Porém, assim como todas as técnicas, quando comparadas entre elas,
possuem barreiras a serem superadas. Dentre as limitacbes da técnica de

RMN estd o alto custo de equipamentos e manutencBes e a sua baixa
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sensibilidade, principalmente quando comparada a Cromatografia Gasosa
(Wolfender, et al., 2019, Malz e Jancke (2005).

A espectroscopia de RMN é baseada nas propriedades magnéticas de
nucleos que possuem spin nuclear (S) e que, portanto, sdo caracterizados por
um numero quantico de spin nuclear (l) diferente de 0. Os spins nucleares
possuem momento angular (P) e carga. A movimentacdo dessa carga da
origem a um momento magnético (W) (Claridge, 2009). Na auséncia de um
campo magnético, as orientacbes dos spins nucleares possuem a mesma
energia mas, caso um campo magnético externo (Bo) seja aplicado, diferentes
estados de energia sdo gerados e uma divisdo populacional ocorre entre os
spins nucleares. Em termos quanticos elementares, os protons podem ser
encontrados em dois estados energéticos quantizados, +uB (B) ou -uB (a)
(Hatzakis, 2018).

Em um campo magnético (Bo), a somatdria dos momentos magneéticos
dos nuacleos dara origem a um momento magnético resultante (M) alinhado ao
campo, pois esse alinhamento favorece a mais baixa energia (Figura 6). Os
nucleos precessam a uma frequéncia angular w = yB, em que y € a constante
giromagnética, e que € conhecida por frequéncia de Larmor (Figura 7). Esta
conclusao deriva dos resultados encontrados por Sir Joseph Larmor em 1897
(Andrew, 1992).

Figura 6. Momento magnético resultante (M) dos prétons alinhados ao campo
magnético Bo (Claridge, 2009).
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Figura 7. Movimento de Precesséao (Claridge, 2009).

Caso seja aplicada uma radiacdo eletromagnética na regido de
radiofrequéncia (RF) equivalente a diferenca energética entre os dois estados
magnéticos, pode ocorrer uma transferéncia ressonante de energia entre os
nucleos e o campo eletromagnético, que caracteriza o efeito de ressonancia.
Isso faz com que 0 momento magnético resultante (M), que se orienta ao longo
do eixo z, se afaste de Bo, por conta da excitacdo dos nucleos e se inclinemem
direcdo ao plano xy. O fendmeno € apresentado na Figura 8, em que B1 se
trata do campo magnético fornecido pelo componente magnético da RF
aplicada. O sinal de RMN ¢é detectado através da emisséo do féton no retorno
dos nucleos ao estado de menor energia, alinhados ao campo magnético
externo (Bo) (Andrews, 1992; Hatzakis, 2018).

Figura 8. Excitacao dos protons alinhados ao campo Bo no eixo z que se deslocam em
direcdo plano xy. (Claridge, 2009)

3.2.2. RMN e Produtos Naturais

Os produtos naturais sdo uma classe de compostos quimicos Unicos e
valiosos agentes biologicamente ativos, o que resulta em uma alta demanda

analitica para testar seu desvio do ideal de composicéo, diz Pauli, Jaki e Lankin

14



(2005). Os experimentos monodimensionais e bidimensionais de RMN e
experimentos quantitativos (RMNqg) mostram-se ser adequados para o

reconhecimento seletivo e simultdneo de metabdlitos em matrizes complexas
como a dos OE (Pauli; Jaki; Lankin, 2005).

A RMN é uma das técnicas mais adequadas para realizar andlises quali-
e quantitativas de produtos naturais, por serem capazes de fornecer
informacdes como (i) estrutura quimica, (ii) equilibrios estruturais, (iii)
determinacéo da pureza dos agentes bioativos, (iv) determinacdo de impurezas
e (v) exploracdo dos analogos estruturais e composi¢cdo metabolémica (Bharti;
Roy, 2012).

Junto a analises estatisticas multivariadas, a espectroscopia de RMN
tem sido aplicada com sucesso na caracterizagdo de produtos derivados de
plantas para controle de qualidade, autenticacdo, determinacdo de origem
geografica e deteccao de adulteracdo. As abordagens sobre perfis metabdlicos
se concentram nos conceitos quantitativos de RMN, enquanto os marcadores
sdo compreendidos como uma ferramenta geradora de hipoteses que buscam
diferentes padrbes entre as amostras com ajuda de métodos estatisticos
(Holmes, et al., 2006).

Uma vantagem do uso de RMN na analise de produtos naturais, que em
geral sdo misturas complexas, € que qualquer composto organico presente,
seja ele caracteristico do produto ou um adulterante, sera detectado com a
mesma sensibilidade de todos os analitos, sem limitacdes de deteccgéo por falta

de volatilidade, como no caso da cromatografia gasosa (CG) por exemplo
(Schripsema; Silva; Dagnino, 2022).

Produtos naturais que normalmente costumam ser analisados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) vém
sendo analisados recentemente por RMN (Breton; Reynolds, 2013). Abouzid
(2016) analisou trans-anetol, um fenilpropandéide contido no OE de Fennel,
através da espectroscopia de RMN; Cerceau e colaboradores (2020)
quantificaram citronelal, citronelol e geraniol no OE de Citronela; Rivero-Cruz e

colaboradores (2006) detectaram e quantificaram constituintes do OE de
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Brickellia veronicifolia; Freitas e colaboradores (2018) analisaram OE de
diferentes espécies do género Ocium e caracterizaram e quantificaram
componentes predominantes de algumas espécies, como o eugenol, estragol e
cinamato de metila; Cerceau e colaboradores (2016) quantificaram alfa-
bisabolol em OE de candeia.

A identificacdo de produtos naturais puros por RMN normalmente
consiste em obter dados dos espectros, como o0s deslocamentos quimicos,
informagbes de multiplicidades, valores de constantes de acoplamento e
comparar essas informagcdes em bases de dados e literaturas para confirmar
com valores experimentais ou previstos dos sinais de RMN encontrados. Nesse
caso, os espectros de RMN de 13C sdo os mais utilizados, por possuirem sinais
menos complexos. Os espectros de RMN de 'H se mostram suficientes para
revelar a presenca de biomarcadores em estudos de metabolémica, mas para
assegurar sua identificacdo estrutural pode-se usar a interpretacdo de

espectros monodimensionais e bidimensionais (1D e 2D) (Wolfender, et al.,
2019).

Ainda ha uma relevante auséncia de bancos de dados espectrais de
produtos naturais que sejam de amplo acesso e aberto, especialmente de
RMN. Dessa forma, tem sido encorajada a utilizacdo da técnica, que se mostra
com alto potencial de elucidagcéo de estruturas e de quantificacao. Existe uma
enorme gama de experimentos que sdo possiveis de serem feitos pela
espectroscopia de RMN e que podem auxiliar no estudo dos produtos naturais
(Halabalaki, et al., 2014).

3.2.3. RMN quantitativo

Nos dias de hoje, a quantificagdo por RMN (RMNQ) € uma técnica
estabelecida em diversas areas, como drogas (Almeida, et al., 2018; Benedito;
Maldaner; Oliveira, 2018), vacinas (Jones, 2005), produtos naturais (Wang, et
al.,, 2021), metabolémica (Barding; Salditos; Larive, 2012), diagnéstico de
doencas (Himmelreich, et al., 2009), gasolina (Ure; O’'Brien; Dooley, 2019),
alimentos (Hatzakis, 2018) e bebidas (Tabago, et al., 2021; Zielinska, et al.,
2022).
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A principal vantagem que pode ser observada ao fazer uma anélise
quantitativa pela RMNg quando comparada a outras técnicas analiticas, é por
ser uma anélise que ndo requer o uso de padrées especificos do analito a ser
quantificado ou calibragdes com 0 mesmo. Além disso, € uma analise simples e
rapida. Muitas das vezes o preparo se resume a dissolver a amostra em um
solvente deuterado e a analise em si leva apenas alguns minutos (Forshed, et
al., 2005).

Os processos de validagdo atravées das figuras de meérito, como
linearidade, precisdo, exatidao, limites de deteccao e quantificacao, robustez,
seletividade e estabilidade, tem provado que a espectroscopia de RMN é uma

boa técnica analitica para utilizacdo quantitativa (Almeida, et al., 2018;
Benedito; Maldaner; Oliveira, 2018).

Cada vez mais a RMN( esta se tornando mais importante para a analise
de produtos naturais e metabolémica, que buscam analisar a massa total de
metabdlitos primarios e/ou secundarios de um organismo. A avaliacao
qualitativa e quantitativa de “impressdes digitais” que a espectroscopia de RMN
fornece, € um componente importante para as analises quimiométricas (Pauli;
Jaki; Lankin, 2005).

Uma preocupacdo que se aplica aos produtos naturais, € a
disponibilidade limitada de materiais de referéncia que sejam certificados
altamente puros. Nesse aspecto, a RMNQ representa uma solucdo muito
pratica e relevante (Pauli; Jaki; Lankin, 2005). Pois, como destacado
anteriormente, a principal caracteristica analitica da andlise quantitativa de
RMN é que pode ser aplicada na estimativa de pureza de compostos sem a
necessidade do uso de qualquer padrao de referéncia especifico, ou seja, ndo
€ preciso usar o padrao do analito de estudo, sendo possivel usar outros

padrdes, que podem ser mais faceis de obter (Bharti; Roy, 2012).

A intensidade do sinal (I) dos espectros de RMN é diretamente
proporcional ao namero de nucleos (N), podendo entéo o sinal ser usado para
quantificar compostos apenas medindo a area sob o sinal, ou seja, integrando

o sinal. Para isso, a RMNq requer uma maior observacéao para as condi¢des de
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anélise como a homogeneidade do campo magnético (shimming), a sintonia da
radiofrequéncia (tunning) e demais parametros de aquisicdo e processamento

(Holzgrabe, 2010; Pauli; Jaki; Lankin, 2005), como sera descrito a seguir.

A mais importante relacdo fundamental na RMN(q é a resposta do sinal,
ou seja, a area do sinal integrada (Ix), que é diretamente proporcional ao

numero de nucleos (Nx):

@

Onde Ks é uma constante do espectrometro. Deve-se destacar que a
relacdo de proporcionalidade entre Ix e Nx somente é observada perfeitamente
caso todos os nucleos do analito possam ser excitados durante a analise de
RMN. Em experimentos em que todas as moléculas estdo submetidas as
mesmas condi¢cdes experimentais, Ks € o mesmo, logo pode ser feita a

seguinte relacao:

@

Existem dois tipos de quantificacdo por RMN, relativa e absoluta. A
relativa se trata da medicdo da fracdo molar de cada espécie, ja a absoluta
retorna o valor direto da quantidade real de um analito presente na amostra. A
partir das equacdes (1) e (2), € possivel realizar uma quantificacédo relativa,
através da razéo molar de dois compostos, X e Y, sendo n, o numero de mols

do composto X e n,, do composto Y:

~

ny IyN
ny I,N

8

@)

Ao se inserir um padrdo a uma mistura, € possivel obter resultados de

quantificacbes absolutas como as concentracdes de substancias.
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Para que o valor de Ks seja constante para sinais de moléculas distintas
€ preciso que os experimentos respeitem certas condi¢cdes de aquisicdo, como

a excitacdo de pulso (que deve ser uniforme em toda a largura espectral) e o
tempo de aquisicdo (Bharti; Roy, 2012).

Existem parametros experimentais que afetam a precisdo quantitativa,
dessa forma, é preciso uma otimizacdo cuidadosa antes da analise. Como o
pulso de excitacdo (pw) que é usado para excitar todos os nlucleos magnéticos
ao mesmo tempo. Um pulso de 90° desloca a magnetizacdo resultante (M) do
eixo +z para o plano x-y, onde o sinal maximo € alcanc¢ado. J4 o pulso de 180°
causa uma inversao do eixo +z para o -z (Figura 9). O retorno do vetor
magnetizacdo (M) para o equilibrio se da pelo relaxamento longitudinal,em que
a populacédo de spins retorna ao equilibrio e perdem energia. Esse relaxamento
€ geralmente referido como Ti. Para que os spins relaxem totalmente depois
de um pulso de 90° é necessario aguardar um periodo de pelo menos 5 vezes
o T1. Para determinar o valor de T1, o sistema de spin no equilibrio térmico é

perturbado e entdo sua recuperacdo € observada em funcdo do tempo

(Claridge, 2009).
180,
Z - il
x>$<y x%<y
Z QDA

Figura 9. Deslocamento do momento magnético resultante devido ao pulso de
excitacdo (Claridge, 2009).

Além disso, a eficacia do pulso de 90° pode variar de amostra para

amostra, pois depende das propriedades fisico-quimicas dessa. Para obter
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uma melhor precisdo e exatidao, o pulso de 90 deve ser calibrado para cada
amostra (Bharti; Roy, 2012).

Bharti e Roy (2012) também relatam os pontos de dados no dominio do
tempo (TD) e homogeneidade do campo como possiveis fatores que podem
afetar a andlise de RMNg. Em espectrdmetros de RMN modernos com
computadores de alta memodria e velocidade, 64k de pontos de dados €
adequado para a quantificacdo. A homogeneidade do campo magnético deve
ser alcancada para que nao se crie uma distor¢céo de sinal ou formato de picos
inadequados, 0 que resultaria em baixa resolucéo e baixa relacédo sinal/ruido
(SIR).

Para que seja possivel obter uma quantificacdo eficiente, pelo menosum
dos sinais do analito o qual se quer quantificar deve estar separado dos demais
sinais da mistura no espectro e, portanto, com auséncia de sobreposicoes.
Dessa forma, é necessaria uma correta atribuicdo dos sinais de RMN e uma
escolha cuidadosa do sinal a ser usado na quantificacdo. A presenca das
bandas de satélites de carbono também pode interferir no sinal de interesse,
alterando a area de integracdo, sendo necessario que essa area seja subtraida

da &rea do sinal do analito. (Claridge, 2009).

No processamento, deve-se também observar a correcdo da fase para
medir precisamente a intensidade do sinal, pois o0 erro na medicdo do pico
pode afetar na obtencdo da concentracdo absoluta ou relativa nas analises
quantitativas. E preferivel que se faca a correcdo manual, pois a correcio
automatica costuma distorcer pequenos sinais. A correcdo da linha de base
também é um fator importante para que nao seja introduzido um erro
significativo durante a integracdo do pico e consequentemente na andlise
quantitativa (Kaisar, et al., 2008; Bharti; Roy, 2012).

Um método muito utilizado para quantificar analitos pela técnica de RMN
€ uso do padrao interno, em que se escolhe um composto de referéncia
altamente puro e estavel, além de soltvel no mesmo solvente de sua amostra,
para ser adicionado a solucédo analisada. O padrao também deve ser inerte e
possuir sinal em uma regido livre de sinais da amostra nos espectros, ou seja,
0s sinais do padrdo ndo devem se sobrepor aos sinais da amostra. Uma
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alternativa ao método de padrdo interno, € o método de referéncia externa e
eletrdnica, conhecido como ERETIC (Eletronic REference To acess In vivo
COncentrations), que utiliza um sinal eletronico de referéncia para a
quantificacdo (Rizzo; Pinciroli, 2005). Uma vantagem do método ERETIC é que
esse sinal pode ser deslocado para uma faixa do espectro livre de sinais e

interferentes, evitando uma sobreposi¢cao dos sinais do analito (Malz, 2008).

7z

Outra forma de obter as mesmas vantagens do método ERETIC é
através do algoritmo PULCON (PULse lenght based CONcentration
determination) que é capaz de relacionar a intensidade de sinais de dois
espectros diferentes (Dreier; Wider, 2006). A metodologia é baseada no
principio de reciprocidade, o qual afirma que a intensidade do sinal de RMN é
inversamente proporcional ao comprimento do pulso de 90°. PULCON ¢é de
facil implementacéo e aplicacdo em todos os espectrometros de RMN, sem a
necessidade de hardware ou software especifico (Dreier; Wider, 2006;

Monakhova, et al., 2014).

No método PULCON, se a concentracdo da referéncia externa (Cstd) €
conhecida e o pulso 90 de todas as amostras forem precisamente calibradas, a

concentracdo desconhecida do analito (Cx) pode ser determinado pela equacéo
(Dreier; Wider, 2006):

I Tx 03? Onstd

— X x"x std
Cx - fTCstd I T 990 n
std * std Ystd "*x

4)

na qual os indices x e std se referem, respectivamente, a amostra e a
referéncia. ¢ € a concentracdo, I € a integral absoluta do sinal, T a
temperatura, 6°° o valor do pulso de 90 graus, n o nimero de transientes e f, é
um fator responsavel por variagbes nas intensidades de sinais, caso as
medic¢des dos espectros tenham sido feitas em condi¢cfes diferentes. Esse fator
é igual a 1 quando nado ha diferencas nas medi¢cdes de ambos os espectros. A

equacao é valida quando os espectros sdo adquiridos pela mesma sonda de
RMN e corretamente sintonizada (Dreier; Wider, 2006).
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Para calculo da pureza através da equacado 4, € preciso expandir 0s

termos das concentracdes (Benedito; Maldaner; Oliveira, 2018):

mzravaNx — f mz:(gvpsthstd I T 990 std
MxVx r Mstd Vstd Isth destd X

®)

Os novos termos sdo: a massa gravimétrica m9"%, a pureza (P), 0
numero de prétons relacionados ao sinal (N), a massa molar da substancia (M)

e o volume de solvente (V). Para o termo de pureza do analito temos:

grav 90
Ix Nstd Mxm Vx Txex nstd

std
x — JT grav * std 90
Istd Nsttd mx Vstd TStd estd ny

(6)

Com a intencéo de minimizar a incerteza associada ao método, ao invés

do uso do volume, pode ser usada a massa e a densidade do solvente:

grav solv solv 90
I Ny M, mI; /A% T,0 1,
I

grav solv solv
sth Mstd Mg /dstd Ttde

Px:fT

std

)

Sendo m*" e d*°' a massa e densidade do solvente respectivamente.
Caso o mesmo solvente seja usado para preparar as amostras e a referéncia

externa, a razdo das densidades sera igual a 1:

grav solv 90
Iy Nypg M, m9¢ mW T,.02%n,,

X grav std ___solv
" g NeMgggm M3y ToraOory M

®)
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Em resumo, os termos presentes na equacéo final (8) séo: pureza (P),
integral absoluta do sinal (I), numero de nucleos associados ao sinal (N),
massa molecular (M), massa gravimétrica (m9"*”), massa do solvente (m°),
temperatura de aquisicéo (T), o valor calculado do pulso de 90° (8°°), o niimero
de varreduras (n) e por fim, o fator de correcdo associado a diferencas nas

condi¢Oes de aquisi¢ao dos espectros (f;).

3.3. Quimiometria

A quimiometria associada a RMN tem seu crescente uso em pesquisas
como nas areas de metaboldomicas (Trygg; Holmes; Lundstedt, 2007),
alimentos e bebidas (Monakhova; Kuballa; Lachenmeier, 2013), 6leos vegetais
(Popescu, et al., 2015), autenticacdo (Pacholczyk-Sienicka, et al., 2021), 6leos
essenciais (Freitas, et al., 2018); farmacéutica (Monakhova; Holzgrabe; Diehl.,
2018).

A Sociedade de Quimiometria (Ferreira, 2015) define a quimiometria
como a aplicacdo de ferramentas matematicas e estatisticas a quimica. A
guimiometria surgiu da necessidade da utilizacdo de ferramentas matematicas
e estatisticas capazes de transformar grandes conjuntos de dados numéricos
em informacfes quimicas Uteis. Com o grande avanco tecnoldgico na area
instrumental, em que espectrémetros e cromatégrafos foram adicionados a
rotina dos quimicos e nos laboratérios analiticos, houve um aumento na
variedade de dados obtidos (Ferreira, 2015). Dentre as varias areas da
Quimiometria, o “reconhecimento de padrées em Quimica”, como cita Kowalski
(1975) se destaca pela busca de correlacdes de padrdes ocultos em dados de
medic¢des analiticas que normalmente ndo sao observados devido ao constante

uso de métodos limitados de baixa dimensao.

Ferreira (2015) relata que para os dados adquiridos serem considerados
Gteis, é necessario que sua aquisi¢cado se dé de maneira adequada, para evitar
desperdicio de tempo e de recursos. Assim, os dados obtidos devem ser
organizados em matrizes representadas por X (IxJ), sendo | o total de linhas
(amostras) e J o total de colunas (variaveis). ApGs organizados os dados

experimentais devem ser pré-processados, para que se reduza o numero de
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variaveis indesejadas, que eventualmente ndo foram removidas durante a
aquisicdo de dados, e que podem influenciar nos resultados. A escolha

adequada dos pré-processamentos influencia no sucesso de qualquer anélise
multivariada de dados.

Citando como exemplo a RMN, alguns dos pré-processamentos podem
ser feitos no préprio software do equipamento utilizado, como correcéo da linha
de base, faseamento, normalizacédo e binning. Esses pré-processamentos sao

considerados transformacdes e sdo aplicadas as amostras, mas existem
também os pré-processamentos em que sao aplicados as variaveis.

Dentre alguns exemplos de pré-processamento nas variaveis tém-se o
mean center que no portugués se traduz para centrado na média, em que a
média dos valores de cada colunal/variavel, que no caso do RMN se refere a
cada deslocamento quimico, é subtraido dos valores da respectiva coluna de
todos o0s espectros, 0 que preserva a estrutura dos dados. Ja o
autoescalonamento, além da subtracdo da média, os valores também sao
divididos pelo desvio-padrao da respectiva coluna, que faz com que todos os
sinais tenham uma mesma importancia em todo o espectro, ou seja 0s
compostos minoritarios causam a mesma influéncia dos compostos
majoritarios. O mean center € o0 pré-processamento mais comum no uso de

dados espectrais (Ferreira, 2015; Monakhova; Kuballa; Lachenmeier, 2013).

Uma ferramenta que se destaca para extrair conhecimento quimico dos
dados sdo os métodos de reconhecimento de padrdes, em que tem como
objetivo encontrar tendéncias e 0s agrupamentos em um conjunto de amostras
para que seja possivel interpretar dados e tomar decisbes. Os métodos
guimiométricos usados para agrupar e classificar amostras estao divididos em
dois grupos, os métodos supervisionados e 0s ndo supervisionados de
reconhecimento de padrbes. Os métodos supervisionados utilizam de
informacOes de classes pré-estabelecidas das amostras, j& os métodos néo
supervisionados ndo fazem uso dessa informacdo (Ebrahimi, et al., 2017,
Ferreira, 2015).
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PCA e de HCA sdo métodos nao-supervisionados e conhecidos como
métodos exploratérios de dados, enquanto PLS-DA é um método

supervisionado de discriminagéao (Ferreira, 2015).
3.3.1. HCA (do inglés, Hierarchical Cluster Analysis)

A anélise por HCA é usada para representar a similaridade presente em
um conjunto de dados com muitas variaveis através de uma forma compacta e
que permite a verificacdo da presenca de clusteres/agrupamentos. O objetivo é
reunir em grupos as amostras que mais se assemelham entre si, com a
finalidade de maximizar a homogeneidade dentro de cada grupo. Os resultados
sdo representados na forma de arvore hierdrquica conhecida como

dendrograma, em que os comprimentos dos ramos da arvore representam o
grau de similaridade entre as amostras (Ferreira, 2015).

3.3.2. PCA (do inglés, Principal Component Analysis)

PCA ¢é usada para projetar os dados multivariados em um espago
dimensional menordo que o original, destacando as informacdes/relacdes mais
relevantes presentes nos dados, tornando capaz, por exemplo, a deteccéo de
amostras que tenham comportamento atipico do esperado e as relacdes entre
as amostras com comportamento similar. Diz-se que ha uma compressao de
dados com o uso da PCA, mas uma compressdo controlada que €
compensada por uma melhor compreenséao dos dados (Winning, et al., 2008).

A compressdo de dados é a reducdo no numero de variaveis. As
variaveis originais sdo agrupadas de acordo com suas correlacdes. As novas
variaveis entdo obtidas sdo chamadas de componentes principais (PC’s),
também conhecidas como fatores. As PC’s sdo n&o correlacionadas
(ortogonais entre si), ou seja, a informacdo que uma possui € distinta da
seguinte e assim sucessivamente. Uma propriedade do método € que a
primeira das componentes principais tem a dire¢gdo de maxima variancia, o faz
com que essa descreva a maior fonte de variacdo dos dados. A segunda
componente principal explica a dire¢do da segunda maior variancia dos dados
e assim por diante (Ferreira, 2015). A escolha do numero de componentes

principais para PCA é menos critica do que em outros métodos de analise
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multivariada, pois a primeira e mais importante PC ndo mudard em funcdo do
numero de componentes selecionados (Winning, et al., 2008). Contudo, deve-
se usar a informacao disponivel do sistema em estudo e parametros como o
percentual de variancia explicada de cada PC para definir quantas
componentes devem ser utilizadas para descrever o comportamento dos

dados.

As PC’s sao compostas por escores e pesos. Os pesos contém as
informacdes das varidveis, no caso das analises com RMN, seriam o0s
deslocamentos quimicos. Ja os escores possuem as informacdes sobre as
amostras. Sendo assim, 0s pesos indicam as partes do espectro que
representam a principal variacdo entre as amostras para cada componente
principal através do grafico de pesos, ou seja, o grafico de pesos permite
especificar os deslocamentos quimicos que sao responsaveis pelos
agrupamentos observados nos graficos de escores (Winning, et al., 2008;
Ohmenhaeuser, et al., 2013).

As andlises de PCA séo geralmente feitas através de um grafico de
dispersao que é plotado através dos escores das PC’s uma contra a outra, por
exemplo PC1 x PC2. Dessa forma, as amostras agrupadas em um grafico de
escores apresentam semelhancas espectrais em relacdo a cada componente
principal selecionada (Winning, et al., 2008).

3.3.3. PLS-DA (do inglés, Partial Least Squares — Discriminant
Analysis)

Ao usar os métodos supervisionados de classificacdo, o objetivo é a
construcdo de modelos em que a propriedade de interesse é discreta. E
selecionada uma série de amostras representativas de cada classe e para cada
classe as medidas sdo coletadas e o padrdo de cada classe € estabelecido
(Breretron, 2015).

O modelo de minimos quadrados parciais, PLS do inglés Partial Least
Squares, a matriz de dados e o0 vetor ou matriz com os valores da propriedade
dependente sdo modelados por componentes principais. Os blocos séo

relacionados entre si através de variaveis latentes, as quais representam as
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dire¢cdes que melhor discriminam as classes. PLS-DA € um modelo de anélise
discriminante de regressao que descreve a maxima separacao entre as classes
que sao pré-definidas. O método é frequentemente usado para distinguir as
classes, encontrar diferencas que expliguem a distincdo das classes,
maximizando a diferenca entre as classes e minimizando a diferenca dentro
delas. (Wold; Martens; Wold, 1982).

O método PLS-DA utiliza variaveis latentes (VL) para descrever os
dados. Essas VL sdo construidas combinando a informacdo presente nos
espectros e na identificacdo das classes. Logo, ao contrario das PC que
modelam a variancia dos espectros, as VL modelam covariancia. A importancia
das variaveis pode ser avaliada pelos pesos, mais conhecido pelo inglés
loadings e pela projecdo da importancia da variavel (VIP, do inglés Variable
Importance in Projection) que é visualizado pelo grafico de VIP escores, em
gque mostra 0s sinais que s&o mais importantes para a discriminagdo das
amostras. O modelo PLS-DA pode apresentar sobreajuste se um numero
excessivo de VL for utilizado na modelagem. Dessa forma, o numero de
variaveis latentes deve ser cuidadosamente selecionado e o modelo validado
com um conjunto de amostras independentes (Debik, et al., 2022). O PLS-DA
tem sido usado para modelar duas classes de dados a fim de aumentar a
separacao entre elas, simplificar a interpretacdo e possivelmente encontrar
biomarcadores potenciais (Trygg; Holmes; Lundstedt, 2007).

3.4.Quimiometria e RMN

A associacdo da técnica de RMN com a Quimiometria tem contribuido
para a obtencédo de resultados importantes nas anélises de 6leos, por isso, vale
apresentar os resultados de alguns trabalhos que motivam utilizar desse
método para analisar os dados de RMN.

No trabalho de Freiras et al. (2018) ele realizou uma analise
guimiométrica dos dados obtidos por RMN e por CG para caracterizar OE de
espécies diferentes de Ocimum. O objetivo foi encontrar quimiotipos das
espécies, ou seja, qual substancia predominante de cada espécie. Para
algumas espécies do OE de Ocimum o composto predominante foi o eugenol,

para outras o estragol e ainda cinamato de metila para uma das espécies. Para
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efeitos de confirmacédo dos resultados, os métodos de referéncia usados foram
CG-EM e CG-DIC. E na comparacdo dos métodos, a analise quimiométrica
com dados de RMN se mostraram mais robustas (melhor ajuste), além disso a
técnica de RMNq permite deteccdo e quantificacdo de compostos em uma
mistura sem a necessidade de padrdoes de referéncia certificados de cada
analito. Embora a sensibilidade de CG-EM e CG-DIC seja maior e possibilitou a
deteccdo de cinco compostos nao identificados por RMN. No trabalho citado,

as analises quimiométricas realizadas foram de HCA, PCA e PLS-DA.

Mehl et al. (2014) apresenta uma abordagem para diferenciar OE de
limdo e uma das formas utilizadas é com a técnica de RMN de !H, usando
fracdes néo volateis de OE, associada a métodos quimiomeétricos com analises
multivariadas supervisionadas e nao supervisionadas. O objetivo de Mehl e
colaboradores (2014) foi de desenvolver e avaliar métodos para classificar OE
de limdo conforme origem geografica e pelos processos de extracdo. A PCA
nao permitiu a diferenciacdo das amostras conforme a origem, ja com OPLS-
DA foi possivel observar essa separacdo das amostras por origem, sendo as
amostras da Italia e da Argentina discriminadas na primeira VL, jA as amostras
da Espanha foram diferenciadas com duas VL. Além dos resultados obtidos
com RMN, foram realizadas analises com outras técnicas, dentre elas CG-DIC,

e ao comparar os resultados, ao utilizar a técnica de RMN, essa se mostrou
altamente reprodutivel e rapida quando comparada com CG-DIC.

Outro trabalho que utilizou RMN de 'H e quimiometria para classificacéo
de espécies foi o de Nurani e colaboradores (2021), que nao foi com OE, mas
com produto natural de grande utilizacdo, a carcuma. O estudo visou a
autenticacdo de espécies de curcuma com fins de evitar adulteracdes.
Novamente, as vantagens observadas e pontuadas ao utilizar a técnica de
RMN na analise de plantas e produtos naturais sao o tempo de analise rapido,
simplicidade no preparo de amostra, a alta reprodutibilidade e robustez. Os
autores ainda citam a analise simultanea de metabdlitos primarios e
secundarios. C. longa, C. xanthorrhiza e C. manga, foram as espécies
diferenciadas nesse trabalho, e seus espectros de RMN ja evidenciaram

visualmente algumas diferencas, inclusive entre amostras obtidas em
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diferentes origens. A PCA néo foi capaz de evidenciar as diferencas entre
essas espécies, ja com PLS-DA, C. longa e C. xanthorrhiza estavam mais
agrupadas, o que se comprova pela semelhanca na composi¢ao dos principios
ativos dessas espécies. Ao utilizar o método OPLS-DA houve uma

classificagdo melhor entre as trés espécies.

Com esses trabalhos apresentados acima € possivel observar o
potencial da associacdo da técnica de RMN com as analises por métodos

guimiométricos, como sugerido também nesse trabalho.

3.5. Trabalho de Oleo de pau-rosa com Infravermelho

O trabalho da Pastore e colaboradores (2022) do qual originou esse,
sugere um método “verde” e direto para autenticacéo e classificacado de OE de
pau-rosa por infravermelho proximo portatil. Todas as 130 amostras adquiridas
foram analisadas em um espectrometro portatil MicroPHAZIR ™ RX Analyzer
na faixa de 1595 — 2396 nm e resolucdo de 8 nm. As amostras foram
analisadas em triplicadas. A analise de dados foi pelo método DD-SIMCA com

abordagem de uma classe.

As amostras auténticas tinham origem certificada e pureza verificada
pelo método de referéncia CG-EM. As amostras com adulteragbes também
eram confirmadas com as analises em CG-EM. As amostras obtidas da
Magaldi Agro Comercial e Industrial LTDA foram consideradas como
referéncias para o desenvolvimento do método, por serem uma industria
autorizada para producao e comercializagao do OE de pau-rosa.

A partir das amostras adquiridas pela empresa Magaldi, a autenticacéo
das demais amostras foi feita considerando um perfil quimico médio de pelo
menos 70% de semelhanca. Porém o parametro mais importante foi o teor de
linalol e seus produtos de oxidacao, que representaram juntos 94% do sinal do
cromatograma. Além disso, a presenca de adulterante ou contaminacéo ja

classificava a amostra como nao auténtica.

Com o método proposto, encontraram uma alta taxa de eficiéncia para

as amostras de validacdo, em que ocorreu apenas um falso-negativo, mas que
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com as andlises de CG-EM foi possivel observar que pode ter ocorrido por ser
uma marca com um teor de linalol inferior as demais amostras e com uma

maior quantidade de 6xidos obtidos pelo processo natural de oxidacdo dos OE.

Com isso o trabalho de Pastore et al. (2022) apresentou um método com
comprovada eficiéncia para autenticacao e classificacdo das amostras de OE

de pau-rosa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostras

Todas as amostras estudas nesse trabalho forma obtidas em
colaboracdo com o Laboratério de Produtos Florestais (LPF), pertencente ao
Servico Florestal Brasileiro, localizado em Brasilia-DF, por meio de um projeto
de colaboracéo coordenado pela Dr.2 Tereza Cristina Monteiro Pastore (Projeto
CITES S1-32QTL-000018).

Foram avaliadas 130 amostras de OE extraidos de arvores da espécie
Aniba rosiodora ou adquiridos em feiras ou comércios em geral, conforme
indicado na Tabela 1. A coluna de comentarios presente na Tabela 1 se refere

a algumas informagdes que podem ser relevantes no decorrer do trabalho.

Pelo OE de pau-rosa ser um produto natural e composto por uma
mistura complexa de componentes volateis, principalmente monoterpenos e
sesquiterpenos, a composicdo pode variar de acordo com fatores climaticos,
geograficos, de extracdo, dentre outros. Algumas amostras foram coletadas em
diferentes localidades e adquiridas em feiras de rua, mercados locais,
diretamente de associacdes comunitarias e usinas de producédo. Outras foram
compradas pela internet de diferentes fornecedores. As amostras foram
armazenadas em frascos de vidro ou plastico, refrigerados a 4°C e protegidos
da luz ambiente até serem analisadas.

Sendo assim, de acordo com Pastore et al. (2022), para que fosse
possivel determinar amostras auténticas e nédo auténticas, foram consideradas
auténticas as amostras obtidas pela Magaldi Agro Comercial e Industrial LTDA,
por ser uma industria autorizada pelo IBAMA a produzir e comercializar o OE
de pau-rosa, além de serem amostras que durante as analises de
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) nao
mostraram presenca de adulterantes. Dessa forma, através dessas amostras
um perfil quimico foi estabelecido para os OE de pau-rosa, e para classificar as
demais amostras, a compatibilidade com esse perfil deveria ser de pelo menos
70%, mas o parametro mais importante levado em consideracéo é a presenca

de linalol e suas oxidacdes. Essas sdo as 21 amostras classificadas como
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Marca Al na Tabela 1. As demais marcas auténticas sédo indicadas como AX e
as ndo-auténticas como UX, sendo X a numeracéao (Pastore et al., 2022).

A marca U24 néao foi nomeada anteriormente no trabalho da Pastore e
colaboradores (2022), visto que ela havia sido classificada como auténtica
(anteriormente marca A8). Entretanto, apds analise no CG-EM e comparac¢ao
no RMN, foi observado que a composi¢cdo da amostra é basicamente linalol, o
que nao € caracteristico de um OE, que possui outros componentes
minoritarios e fazendo com que essa amostra se assemelhe a um linalol
sintético. Dessa forma, sua classificacédo foi alterada para ndo comprometer as

analises posteriores.
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Tabela 1. Dados das amostras de 6leo essencial de pau-rosa usados para andlise.

Marca Amostras Origem Comentéarios
LPF-01; LPF-02; LPF-03; LPF-04; LPF-05; . . .
LPF-06; LPF-07; LPF-08; LPF-09; LPF- Oleo extraido de ramos finos
Al 10.1; LPF-10.2; LPF-11.1; LPF-11.2; LPF- Maués (AM) e folhas por destilacdo a
11.3; LPF-11.4; LPF-11.5; LPF-11.6; LPF- vapor
11.7; LPF-11.8; LPF-11.9; LPF-11.10
LPF-12.1; LPF-12.2; LPF-12.3; LPF-12.4; Oleo extraido de tronco
LPF-12.5; LPF-12.6; LPF-12.7; LPF-12.8; . : ’
A2 LPF-13.1 LPF-13.2: LPF-13.3: LPF-13.4- Maués (AM) ramos f_|n0§ e folhas por
LPF-13.5; LPF-13.6; LPF-13.7; LPF-13.8 destilagéo a vapor
A3 LPF-15 Maués (AM) Obtido por destilagéo a vapor
A4 LPF-16 Parintins (AM) Extracdo em extrator de
A5 LPF-50 Parintins (AM)
A6 LPF-54; LPF-55 Barreirinhas (AM)
A7 LPF-57 Itacoatiara (AM)
A9 LPF-62.2 Belém (PA)
A10 LPF-63 Macapa (AP)
All LPF-65 Desconhecida
Ul LPF-56 Barreirinhas (AM)
U2 LPF-49 ltacoatiara (AM)
u3 LPF-21 Novo Aripuana (AM) Extraido com 10% de etanol
U4 LPF-58.2 Novo Aripuand (AM)
U5 LPF-62.1 Belém (PA)
U6 LPF-25; LPF-26; :::Z,E:i;; LPF-28; LPF-44 Belém (PA) Perfumaria de esséncias
U7 LPF-29; LPF-30; LPF-31; LPF-32 Belém (PA) Loja de esséncias
us LPF-33-1; LPF'3?|’_'§;:|_‘53F'34'1; LPF-34-2; Belém (PA) Adquiridos em Feira
U9 | LPF-23.1; LPF-23.2; LPF-24.1; LPF-24.2 Macapa (AP) Comércio de aromas, extratos
e fragrancias
U10 | LPF-17; LPF-18; LPF-19; LPF-20; LPF-22 Manaus (AM) Adquiridos em Feira
U1l LPF-46; LPF-47 Manaus (AM)
Uiz LPF-14 Silves (AM) Material apreendido
U13 LPF-51; LPF-52 Silves (AM)
u14 LPF-59 Belterra (PA)
u15 LPF-53 Itapiranga (AM)
LPF-35.1; LPF-35.2; LPF-36.1; LPF-36.2; Arei
Ul6 LPF-36.3; LPF-36.4; LPF-36.5; LPF-37.1; Santarém (PA) Comércio de prOdUtos
LPF-37.2; LPF-37.3; LPF-37.4; LPF-37.5 naturais
u17 LPF-60; LPF-61 Santarém (PA)
u1s LPF-48; LPF-64.1; LPF-64.2 Sé&o Sebastido Uatuma (AM)
ui9 LPF-38.1; LPF-38.2; LPF-38.3 Gravatal (SC) Loja de esséncias e aromas
U20 LPF-39.1; LPF-39-2; LPF-39-3 Montes Claros (MG) Loja de esséncias e aromas
LPF-40.1; LPF-40.2; LPF-40.3; LPF-40.4; : - : A
u21 LPF-40.5 LPF-40.6 Rio de Janeiro (RJ) Loja de esséncias e OE
LPF-41.1; LPF-41.2; LPF-41.3; LPF-41.4; iy 4
U22 | LPF-41.5; LPF-41.6; LPF-41.7; LPF-41.8; Alto Paraiso (GO) Loja virtual de Gleos e
LPF-41.9; LPF-41.10 produtos da terra
LPF-42.1; LPF-42.2; LPF-42.3; LPF-42.4; x Loja virtual de incensos,
U23 | pF.425: LPF-42.6; LPF-42.7: LPF-42.8 Séo Paulo (SP) aromas, velas e mais
u24 LPF-58.1 Novo Aripuand (AM)
AP PAL; PA2; PA3; PA4; PA5 Peru
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Além das amostras citadas acima, durante o presente trabalho foram
obtidas 5 amostras oriundas do Peru. Essas amostras foram incluidas nas
analises de autenticidade e classificagdo e foram feitas comparacdes entre elas
e as amostras auténticas do Brasil para possivel identificacdo. As informacdes
também se encontram na Tabela 1 e como ela sera nomeada no decorrer do
trabalho. Essas amostras foram consideradas auténticas, visto que sao
originadas de um plantio da espécie Aniba rosiodora e o 6leo extraido de todas

as partes da planta ainda jovem.

4.2.Preparo das amostras

Todas as 135 amostras de OE foram pesadas em eppendorffs,
aproximadamente 90 mg, e solubilizadas em 500 pL (aproximadamente 750
mg) de cloroformio deuterado com Tetrametilsilano (CDCIs/TMS). A massa
exata do solvente adicionado foi registrada para posterior utilizacdo na
quantificacdo pelo método PULCON, assim como a massa das amostras. A

solucéo foi transferida para tubos Norell Standard Series™ 600 MHz de 5 mm.

Para a quantificagdo por referéncia externa pelo método PULCON, foi
preparada uma solucdo do padrdo de referéncia dimetil sulfona (DMSO2)
solubilizada em CDCI3/TMS. O material de referéncia utilizado nesse trabalho é
certificado pelo INMETRO com pureza de 100,0 + 0,2%.

4.3. Ressonancia Magnética Nuclear
4.3.1. Aquisicao dos espectros de RMN

Foram adquiridos espectros monodimensionais de hidrogénio (*H),
carbono (3C) e hidrogénio quantitativo (RMNg de 1H) para todas as amostras.
Para a atribuicdo dos sinais foi necessaria a aquisicdo de espectros
bidimensionais H-1H COSY, 1H-13C HMBC e 1H-13C HSQC de uma amostra
auténtica da marca Al.

Todos os espectros foram obtidos em espectrbmetro de RMN Bruker
Avance lll HD 600 MHz equipado com sonda Broadband Observe (BBFO) de 5
mm, localizado no Laboratério de RMN da Central Analitica do Instituto de
Quimica (CAIQ) da Universidade de Brasilia (UnB).

34



Apoés a insercdo do tubo contendo a amostra no equipamento, foram
realizados o lock do campo para o sinal de deutério, a fim de controlar o campo
magnético na amostra para que ndo haja variacdo nas frequéncias de
ressonancia, e o shimming para o ajuste da homogeneidade do campo. Foi
feita a sintonia (tunning) para as frequéncias do 13C e 1H. O pulso de 90° (P90)
para o 1H foi calculado automaticamente pelo comando pulsecal para cada
amostra. Os espectros foram adquiridos com parametros que pudessem
garantir a obtencdo de dados para as andlises quimiométricas e,

posteriormente, de dados quantitativos, como descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros de aquisicdo dos espectros de RMN de H e 13C.

Parametro Simbolo H 1BC RMNq de *H
(Bruker)

N° de pontos (FID) TD 64 k 128 k 64 k
Delay de relaxacéo D1 2s 0,5s 10s

Numero de NS 64 512 16

Varreduras

Dummy Scans DS 8 128 0
Ganho do detector RG 2 203 2
Delay pré-aquisicao DE 10 us 6,5 Us 10 us
Poténcia do pulso a PLW1 28 W BW 28 W
90°
Temperatura TE 298 K 300 K 298 K
Tempo total expt 5min7s 21 min 3min16s

Os parametros de aquisicdo dos espectros de RMN bidimensionais

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. ParAmetros de aquisi¢do dos espectros de RMN bidimensionais.

Parametro Simbolo 1H-1H COSsY 1H-13C 1H-13C
(Bruker) HMBC HSQC
N° de pontos (FID) TD 4096 x 256 8192 x 1024 2048 x 512

Delay de relaxacao D1 1ls 1s 1ls
Numero de Varreduras NS 8 8 16
Dummy Scans DS 16 64 64
Ganho do detector RG 2 203 203

Delay pré-aquisicdo DE 10 us 10 us 10 us

Poténcia do pulso a 90° PLW1 28 W 28 W 28 W

Temperatura TE 298 K 298 K 298 K
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4.3.2. Processamento dos espectros de RMN

Os espectros foram processados com o programa TopSpin 4.0.7. Os
espectros foram referenciados em relagao ao sinal de TMS (0 ppm). A linha de
base e a fase dos espectros foram ajustadas preferencialmente de forma
automatica, porém ajustes manuais foram realizados quando necessério. Foi
aplicada uma funcéo polinomial do tipo line broading (LB) aos espectros de
RMN de 'H (LB = 0,3 Hz) com a finalidade aumentar a relagéo sinal/ruido do

espectro. As integracdes nos espectros de RMNq foram feitas manualmente.

Apds o processamento inicial dos espectros no programa TopSpin, 0s
espectros de RMN foram processados no programa MestreNova 6.0.2-5475,
onde foi feito um processamento de binning de 0,001 ppm nos espectros de
RMN de H e 0,003 nos espectros de RMN de 13C, com objetivo de reduzir
numero de pontos para viabilizar a utilizacdo e processamento dos dados em
softwares especializados. Os espectros também foram normalizados com
referéncia no sinal de maior intensidade. Os dados foram entdo salvos no
formato ASCII e exportados para uma planilha no formato .xIsx. A planilha foi
exportada para o programa MATLAB R2017a, onde foi calculada a PCA, HCA
e PLS-DA através do pacote computacional PLS-Toolbox 8.81 com emprego

do pré-processamento mean center.

4.4. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas

4.4.1. Aquisicdo dos Cromatogramas

Os cromatogramas para analises qualitativas foram obtidos no trabalho
da Pastore et al. (2022) e utilizados como referéncia. Por outro lado, as
anélises complementares de CG-EM realizadas com intuito quantitativo e para
efeitos de validacdo da quantificacao feita por RMN foram realizadas no ambito

dessa dissertacao.

Os cromatogramas obtidos para validar a quantificagdo feita por RMN
nas condi¢cdes expostas acima foram adquiridos no cromatégrafo gasoso da
marca Agilent Technologies modelo 7890A GC System, acoplado a um
detector de espectrometria de massas da Agilent Technologies modelo 5975

inert XL MSD, equipamento localizado no Laboratério de Produtos Florestais
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(LPF) do Servigo Florestal Brasileiro (SFB). Os dados foram processados e

analisados pelo software ChemStation.

O método utilizado foi o mesmo do trabalho da Pastore e colaboradores
(2022) que foi desenvolvido e aplicado as mesmas amostras analisadas nesse
trabalho. A injecéo foi realizada no modo Split com divisédo 20:1 e fluxo de 14
mL.min"1 & temperatura de 270°C. A temperatura inicial de trabalho foi de 60°C
e um aquecimento de 3°C.min-! até a temperatura de 210°C, depois o
aquecimento continuou a uma taxa de 9°C.min-! até 250°C em que
permaneceu pelos 2 minutos finais da corrida. O tempo de solvente delay foi de

5 min, totalizando 56 minutos de corrida.
4.4.2. Preparo de amostras de CG-EM

A curva analitica foi feita com padrao de linalol da Sigma-Aldrich
certificado em 99,4% (ANEXO B). A solucéo estoque foi preparada usando 200
UL em 20 mL de n-Hexano PA. A curva de calibracdo foi construida com 5
pontos, objetivando ter pontos de 50 a 90% de linalol, para obter 50%, 60%,
70%, 80% e 90% de linalol foram solubilizados respectivamente 500, 600, 700,
800 e 900 pL da solucédo estoque de linalol em 10 mL de n-Hexano. Como o
padrao do linalol contém 99,4% de pureza, os pontos realmente obtidos foram
de 49,5%; 59,4%; 69,3%; 79,2% e 89,1%. Todos os pontos foram preparados e

adquiridos em triplicata.

As 3 amostras a serem analisadas em triplicata foram: LPF 11-3, da
marca Al, a LPF 12-6 da marca A2 e a LPF 58-1 da marca U24. Foram
solubilizados 10 yL no solvente, n-Hexano, em um baldo volumétrico de 10 mL,
depois uma aliquota foi transferida para os vials de 1,5 mL e 2 pL foram

injetados no CG-EM para analise.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Analise Exploratoria

Foram realizadas as analises de RMN de H para as 130 amostras de
OE de pau-rosa obtidas no Brasil (Tabela 1) que serédo objeto de estudo nesse
trabalho. Para fins de comparacdo, na Figura 10 estdo sobrepostos o0s
espectros de RMN de H obtidos para todas as amostras de OE de pau-rosa
auténticas e nao auténticas, onde as amostras auténticas estao representadas
pela cor vermelha e as amostras nao auténticas na cor verde. Esse padréo de
cores sera utilizado no decorrer do trabalho.

10 9 8 7

1H (ppm)

Figura 10. Espectros de RMN de H (600 MHz, CDCls) das 130 amostras de OE de pau-rosa
definidos como ndo auténticos (verde) e auténticos (vermelho).

Como é possivel observar nos espectros (Figura 10), as amostras de OE

de pau-rosa auténticas (vermelho) ndo possuem sinais de alta intensidade
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acima de 6,00 ppm. Ja algumas amostras ndo auténticas, cujos espectros
estdo apresentados em verde (Figura 10), possuem sinais nessa regido que
sdo caracteristicos de hidrogénios olefinicos, aromaticos, aldeidos e acidos
carboxilicos. O mesmo é possivel notar na regido entre 3 e 4,5 ppm, que séao
sinais caracteristicos de alcoois, éteres e ésteres. Esses sinais estdo presentes
nos espectros de RMN de algumas amostras de OE de pau-rosa néao
auténticas que néo sdo observados para as amostras de OE de pau-rosa
auténticas. Além disso, também é interessante destacar que esses sinais nao
sdo observados em todos os OE néo auténticos, indicando diferenga na

composicdo também dentre o conjunto de amostras dos 6leos nédo auténticos.

Embora a andlise visual dos dados de RMN de 'H (Figura 10) permita a
observacdo de diferencas espectrais 6bvias, por se tratar de amostras de
matrizes complexas, a avaliacdo da autenticidade das amostras de OE, bem
como descricdo de todos os seus componentes, foi dificil. Isso destaca a

importancia das analises quimiomeétricas para os dados obtidos nesse trabalho.

Assim, para verificar o possivel agrupamento das amostras entre as
classes de 0Oleos auténticos e ndo auténticos, os espectros completos de RMN

de H foram exportados para o programa MATLAB e andlise de HCA foi
realizada. Os resultados obtidos estédo apresentados na Figura 11.
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A Dendrograma com pré-processamento
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Figura 11. Dendrograma da Analise Hierarquica de Clusteres (HCA) para amostras de OE de

pau-rosa (A). Para melhor visualizacdo das classes, o dendrograma ampliado esta

apresentado em (B) (vermelho e classes identificadas com A) amostras de OE de pau-rosa de
definidos como auténticos e (verde e classes identificadas com U) amostras ndo auténticas.
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No dendrograma obtido pelo método HCA é possivel observar que as
amostras auténticas se agrupam de formas diferentes, mostrando que existe
uma diferenca de composicdo quimica entre elas, mesmo sendo todas
auténticas. As diferencas na composicdo do OE podem ocorrer devido a
diversos fatores como clima, época de extracao, solo, genética, origem, método
de extracdo, subgrupos dentro da mesma espécie botanica, dentre outros.
Segundo Moghaddam e Mehdizadeh (2017), existem fatores internos e

externos a planta que podem interferir na composicéao dos OE.

Outro aspecto importante a se destacar no dendrograma € que ele se
divide em dois clusteres principais e no primeiro cluster estdo agrupadas a
maioria das amostras ndo auténticas e que possuem uma distancia muito
grande do outro cluster. S8o0 os primeiros 69 Oleos que aparecem no
dendrograma. Além disso, vale ressaltar as marcas que se agrupam com as
amostras auténticas, sao elas: uma amostra da marca U3, duas amostras da

marca U10, a marca U22 (10 amostras), uma amostra da marca U23 e uma
amostra da marca U24.

A HCA é uma anélise exploratéria, ou seja, hdo supervisionada, que
agrupa as amostras com base na sua similaridade utilizando uma medida de
distancia pré-determinada. Nesse trabalho utilizou-se a distancia Euclidiana. No
seu processamento, ela ndo busca minimizar as diferencas internas das
classes e maximizar as diferencas entre as classes. Contudo, essa técnica nédo
permite saber quais variaveis estdo sendo usadas para diferenciar os 6leos,

portanto, ndo € possivel apenas com HCA confirmar o que difere as amostras
auténticas das demais.

A PCA também é uma anédlise exploratdria que pode complementar a
analise por HCA. A PCA pode ser usada para observar o comportamento dos
Oleos através de componentes principais que buscam explicar a variancia das
amostras e permite identificar quais sinais sao responsaveis pelos clusteres
observados. Na Figura 12, o grafico de PCA mostra as duas primeiras

componentes principais (PC1 e PC2) obtidas na analise dos dados da Figura
10.
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Figura 12. Escores de PC1 no eixo X (44,86% de variancia explicada) e PC2 no eixo Y

Escores em PC 1 (44.86%)

(28,38% de variancia explicada). (A, vermelho) amostras de OE de pau-rosa auténticas e (U,
verde) amostras ndo auténticas (A). Para melhor visualizacdo dos agrupamentos em PC1 e

PC2 das amostras auténticas (B).
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Como mostra a Figura 12, sdo necessarias duas PCs para separar as
amostras auténticas da maioria das amostras ndo auténticas. Todas as
amostras auténticas se agrupam nos valores negativos de PCl e PC2,
enquanto temos dois grandes grupos de amostras ndo auténticas que se
separam ao longo de PC1 e PC2. A componente PC1 explica 44,86% e a
componente PC2 explica 28,38% da variancia dos dados. A distancia entre as
amostras que estdo em valores de escores positivos em PC1 e, portanto, mais
afastadas dos 6leos auténticos, mostra que PC1 modela principalmente alguma
caracteristica ou tipo de adulteracdo presente nessas amostras, € que as
diferenciam das demais. As amostras que possuem escores positivos em PC1
séo as da marca U2, U11, U12, U13, U16, U19 e trés oleos da marca U10. A
PC2 também separa os O6leos auténticos de outro grupo de Oleos néo

auténticos, sendo eles da marca U1, U4, U5, U6, U7, U9, U13, U14, Ul5, Ul7,
Ul8 e U20.

Outra informacdo importante que pode ser extraida do grafico de
escores é a avaliacdo dos 6leos ndo auténticos que coincidem com os 6leos
auténticos tanto em PC1 quanto em PC2, ambos em escores negativos. As
marcas U3, U21, U22, U24, um 6leo da marca U23 e dois 6leos da marca U10
estdo agrupados as amostras auténticas (Figura 12A). Além disso, as marcas
U8 e as demais amostras da marca U23 também estdo em escores negativos
de PC1 e PC2, proximos as amostras auténticas. Apesar dessas amostras nao
estarem agrupadas, esse resultado indica que a informacdo das variaveis
explicadas em PC1 e PC2 nao as diferenciam, pelo contrario, essas amostras
possuem certa similaridade. Provavelmente, a informacao que as distingue das
amostras de OE de pau-rosa auténticas e que também distingue a separacao
entre o grupo de amostras auténticas (sugerido no dendrograma) esteja
presente na variancia das outras componentes principais, umavez que PC1 +

PC2 so explica 73,24% da variancia dos dados.

O gréafico de pesos de cada componente principal pode revelar os sinais
dos espectros de RMN que mais influenciam nos escores. Assim, é possivel
avaliar esse resultado para associa-lo as diferencas observadas na Figura 10 e
na Figura 12. O grafico de pesos da Figura 13 é referente a PC1, em que 0s

valores de escores positivos sdo caracteristicos de um grupo de 23 amostras
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de OE de pau-rosa ndo auténticas (U2, 3 amostras da marca U10, U11, U12,
uma amostra da marca U13, U1l6, uma amostra da marca U1l8 e U19),
enquanto os valores negativos referem-se a todas as amostras auténticas e 33
amostras ndao auténticas. Alguns sinais da Figura 13 com escores negativos de
PC1 podem ser destacados: 7,90 ppm; 5,90 ppm; 5,22 ppm; 5,19 ppm; 5,11
ppm; 5,06 ppm; 5,04 ppm; 3,94 a 4,01 ppm,; 3,67 ppm; 3,59 ppm; 3,58 ppm;
3,48 ppm,; 3,47 ppm; 3,42 ppm; 3,41 ppm; 3,34 ppm; 3,25 ppm; 3,17 ppm; 1,68
ppm; 1,60 ppm; 1,53 a 1,58 ppm; 1,09 a 1,16 ppm. Isso significa que esses
sinais sdo os que mais influenciam nas amostras que apresentam escores
negativos de PC1 na Figura 12. Ja os sinais que mais contribuem nas amostras
com escores positivos de PC1 sao: 5,30 a 5,40 ppm; 5,27 ppm; 4,31 ppm; 4,28
ppm; 4,14 ppm; 2,78 ppm,; 2,29 a 2,32 ppm,; 1,99 a 2,08 ppm; 1,61 ppm; 1,3
ppm; 1,26 ppm; 0,97 ppm; 0,88 ppm.

0.2 T T T T

0.1r .

0.05 i

PC 1 (44.86%)

-0.05 .

1 1 1 1 | 1 1 I

9 8 7 6 5 4 3 2 1
1H (ppm)

Figura 13. Gréafico de pesos da PC1 dos espectros de RMN de H com pré-processamento
mean center. Regides destacadas em vermelho indicam os sinais do composto Linalol.
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O grafico de pesos da PC2 (Figura 14) também aponta para variaveis
importantes para a separacao das amostras auténticas, uma vez que essas se
agrupam na Figura 12 com os escores negativos de PC2. Vale destacar os
sinais em 7,29 ppm; 5,90 ppm; 5,22 ppm; 5,19 ppm; 5,11 ppm; 5,06 ppm; 5,04
ppm; 4,58 ppm; 4,14 ppm; 4,13 ppm,; 2,10; 1,96 a 2,06 ppm; 1,68 ppm; 1,60
ppm; 1,50 a 1,58 ppm; 1,27 ppm, sendo entdo, esses 0s sinais que mais
contribuem para separar as amostras auténticas de OE de pau-rosa do grupo
de amostras ndo auténticas que esta apresenta escores positivos em PC2. Ja
0s sinais mais influentes nos escores positivos de PC2 e que mais contribuem
para a maioria das amostras nao auténticas, sdo: 7,72 ppm; 7,54 ppm; 5,30 a
5,40 ppm; 5,26 ppm; 4,37 ppm; 4,31 ppm; 4,29 ppm; 4,15 ppm; 3,93 a 4,01
ppm; 3,38 a 3,74 ppm; 3,34 ppm,; 3,26 ppm; 3,17 ppm; 2,77 ppm; 2,31 ppm,;
2,05 ppm; 1,28 a 1,38 ppm; 1,26 ppm; 1,21 ppm; 1,08 a 1,16 ppm; 0,88 ppm.

0.05

PC 2 (28.38%)
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Figura 14. Gréfico de pesos da PC2 dos espectros de RMN de 'H com pré-processamento
mean center. Regides destacadas em vermelho indicam os sinais do composto Linalol.
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As componentes PC3 e PC4 explicam 7,99 % e PC4 5,9% da variancia
dos dados, respectivamente. A Figura 15 mostra o grafico dos escores PC3 x
PC4. Ao observar a PC3 € possivel notar essa componente contribui na
diferenciacdo principalmente dos 6leos auténticos das marcas nao auténticas
U8, U21 e U23. Essa variancia nao havia sido explicada em PC1, nem PC2. J&
em PC4, é possivel ressaltar a separacdo das amostras da marca U21 e U23,
que se mostram mais similares as amostras auténticas em PC1 e PC2. Na PC4
€ notdria a separacdo entre as marcas U21 e U23, ja que uma esta mais no
extremo do grafico em escores positivos e outra em escores negativos. Além
disso, nem em PC3 e nem em PC4 essas amostras estdo agrupadas com
amostras auténticas, enfatizando entdo, que existem varidveis que sao
capazes de diferenciar esses 6leos que nas duas primeiras componentes

principais nao foram explicadas.
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Figura 15. Escores de PC3 no eixo X (7,99% de variancia explicada) e PC4 no eixo Y (5,90%
de variancia explicada). (A, vermelho) amostras de OE de pau-rosa auténticas e (U, verde)
amostras ndo auténticas.
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Da mesma forma que foi visto com as duas primeiras componentes
principais (PC1 e PC2), é possivel obter o grafico de pesos da PC3 e PC4. Na
PC3 observa-se uma separacdo das amostras auténticas e 3 marcas de
amostras ndo auténticas que em PC1xPC2 agrupavam com as auténticas,
além da marca U20 que esta mais distante das amostras auténticas em PC3.
Na Figura 16, entdo, é possivel observar 0s sinais que mais contribuem para
essa separacao. Os sinais que mais influenciam nos escores negativos de PC3
sao: 5,87; 5,40 ppm; 5,19 ppm; 5,16 ppm; 5,09 ppm; 5,03 ppm; 5,02 ppm; 4,58
ppm; 4,13 ppm; 3,65 a 3,70 ppm; 2,39 ppm; 2,10 ppm, 2,03 a 2,05 ppm; 1,68
ppm; 1,67 ppm; 1,60 ppm; 1,58 ppm; 1,52 ppm; 1,23 ppm; 1,21 ppm. Ja o0s
sinais que influenciam nos escores positivos de PC3 séo: 5,90 ppm; 5,22 ppm;
5,19 ppm; 5,11 ppm; 5,06 ppm; 5,04 ppm; 3,93 a 4,01 ppm; 3,40 a 3,60 ppm,;
3,34 ppm; 3,26 ppm; 3,18 ppm; 1,67 ppm; 1,60 ppm; 1,53 a 1,57 ppm; 1,27
ppm; 1,17 a 1,09 ppm.
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Figura 16. Gréfico de pesos da PC3 dos espectros de RMN de 'H com pré-processamento
mean center. Regides destacadas em vermelho indicam os sinais do composto Linalol.
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Entretanto na Figura 15 a maior contribuicdo do grafico que se pode
observar é na separacdo que ocorre em PC4 entre as amostras ndo auténticas
de marca U21, com escores positivos, e U23, com escores negativos. Destaca-
se na Figura 17 os sinais com escores negativos em 7,30 ppm; 7,29 ppm; 5,87
ppm; 5,19 ppm; 5,16 ppm; 5,04 ppm; 5,02 ppm; 4,58 ppm; 3,65 a 3,70 ppm;
1,58 ppm; 1,48 a 1,55 ppm; 1,20 ppm. E os sinais positivos em PC4, mais
influentes nas amostras da marca U21 s&o: 5,90 ppm; 5,40 ppm; 5,34 ppm;
5,22 ppm; 5,09 ppm; 5,05 ppm; 4,59 ppm; 4,3 ppm; 4,13 ppm; 3,93 a 4,02 ppm;
3,40 a 3,60 ppm; 3,34 ppm; 3,26 ppm,; 3,18 ppm; 2,77 ppm,; 2,39 ppm; 2,30
ppm; 2,00 a 2,13 ppm; 1,60 a 1,80 ppm; 1,25 a 1,39 ppm; 1,08 a 1,16 ppm;
0,88 ppm.
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Figura 17. Gréfico de pesos da PC4 dos espectros de RMN de 1H com pré-processamento
mean center.

Levando em consideragdo os graficos de pesos e 0s sinais que mais
contribuem para a separacdo dos OE de pau-rosa, tem-se que nos espectros
de RMN de 'H os sinais que sdo mais influentes para os OE de pau-rosa
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auténticos séo os sinais em escores negativos em PC1, negativos em PC2 e
positivos em PC3. Portanto, os sinais do espectro de RMN de 'H que
coincidem nesses graficos de pesos e mais contribuem para essas amostras
sao: 5,90 ppm; 5,22 ppm; 5,19 ppm; 5,11 ppm; 5,06 ppm; 5,04 ppm; 1,68 ppm;
1,60 ppm; 1,53 - 1,58 ppm. Todos esses sinais foram sinalizados nos graficos

de pesos de PC1, PC2 e PC3 (Figuras 13, 14 e 16) com caixas em vermelho.

Dessa forma, apés a analise exploratéria, os espectros bidimensionais
de RMN foram analisados com o objetivo de atribuir os sinais de Hidrogénio
que mais contribuem para diferenciar as amostras auténticas das nao

auténticas a algum composto por meio da determinacdo da sua estrutura.
5.2. Caracterizacado do linalol por RMN bidimensional

Inicialmente, os experimentos de RMN monodimensionais de H, 13C e
bidimensionais 'H-13C HSQC, 1H-13C HMBC e 'H-'H COSY (Anexo C) foram
realizados com uma das amostras de OE de pau-rosa auténtica para
caracterizar os sinais de RMN de 'H e 13C pertencentes ao linalol (Figura 18),
gue é a substancia majoritaria presente no OE da espécie Aniba rosiodora e
avaliar se os sinais encontrados nos graficos de pesos pertencem a esse
composto. Na Tabela 4 se encontram os sinais de 'H e 13C que caracterizam o

linalol e suas respectivas correlacdes, que os espectros forneceram.

Figura 18. Estrutura do linalol com carbonos enumerados.
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Tabela 4. Atribuicdo dos sinais de RMN de 13C e 1H do linalol e comparacdo com os dados da
literatura (Hanneguelle, et al., 1992; Silva, 2011).

5 13C 5 1H (ppm) HMBC COSY| o=BC d 'H
(ppm) (ppm) lit. | (ppm) lit.
1| 1116 | 5,05 (dd, 1,3 Hz; 10,8Hz); | C2,C3,C4, C10| 5,90 111,6 5,03
5,20 (dd, 1,3 Hz; 17,3H2) 5,25
2 | 145 | 5,90 (dd, 17,3Hz; 10,8 Hz) C3,C4,C10 145 5,93
3| 733 - 73,4 -
4| 421 1,55 (m) C3,C5,C6,C10 | 2,01 42,0 1,52
5 | 22,7 2,01 (m) C3, C6, C7 5,11 22,7 2,03
6 | 124,3 | 5,11 (tqui, 7,1 Hz; 1,4 Hz) C8, C9 1243 5,14
7 [ 1317 - 1318 -
8 | 256 1,68 (s) C7,C9 25,6 1,67
9| 176 1,60 () c7 17,6 1,60
10| 275 1,27 (s) C3 27,8 1,27

Ao comparar o0s sinais da Tabela 4 com os sinais analisados no gréafico
de pesos nas analises de PCA descritos anteriormente, observa-se que os
sinais do linalol possuem relevancia nos gréficos, indicando que o esse € um
dos componentes dos OE de pau-rosa auténticos que mais os diferencia dos
ndo auténticos. De acordo com a literatura, como o linalol € o componente
majoritario do OE de pau-rosa, sua quantidade pode ser determinante para
caracterizar o OE de pau-rosa, sendo os 6leos auténticos compostos por uma

maior porcentagem de linalol.

Apos identificar os sinais caracteristicos do linalol, € possivel quantifica-
lo em cada amostra estudada. Como o linalol € muito utilizado na inddstria,
principalmente como um fixador de fragrancia de perfumes, é importante, além
de conhecer a composicdo do 6leo que se compra, saber a quantidade do
composto majoritario que esta vinculado também ao rendimento do Oleo que
esta sendo vendido, ou seja, quanto de Oleo estad sendo extraido através da

biomassa inicial.

Para realizar a quantificacdo de um analito por RMNq é requerido um
sinal analitico adequado para a integracdo. Dentre os sinais da Tabela 4, o
sinal escolhido para quantificar o linalol nas amostras foi o sinal que
corresponde ao deslocamento quimico de 5,90 ppm, referente ao H2, pois é
um sinal que se encontra sem sobreposicéo e isolado de demais sinais, sendo
realizar uma boa Além disso, esse sinal foi

possivel integracao.

inequivocamente atribuido e confirmado pelos experimentos monodimensionais
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de H, 13C e os bidimensionais H-13C HSQC, H-13C HMBC e H-1H COSY e

literatura.

A Tabela 5 informa os teores de linalol obtidos pelo método PULCON,
que utiliza referéncia externa para quantificar analito presente na amostra. Os
valores apresentados na Tabela 5 referem-se ao valor médio de cada marca.
Porém, ao se avaliar os teores de linalol de cada amostra, cujos resultados
estdo apresentados no Anexo D, é possivel observar que, dentro de uma
mesma marca de OE de pau-rosa ndo auténtica, como U6, U8, U10, Ul1, U13,
Ul18 e U23, existe uma variacdo grande da quantidade de linalol. Essa alta
variacdo na concentracdo de linalol também pode ser observada pelos altos
valores de coeficiente de variacdo (CV), que nas marcas citadas acima €

superior a 20%.
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Tabela 5. Teor de linalol médio e o coeficiente de variacdo (CV) correspondente para amostras
de OE de pau-rosa.

Marca Teor médio de linalol (%) CV (%)
Al 58,75 7,42
A2 63,86 3,78
A3 62,20 -
A4 64,19 -
A5 53,86 -
A6 57,98 0,79
A7 60,92 -
A9 62,15 -
Al0 61,60 -
All 59,02 -
Ul 5,25 -
U2 0,94 -
U3 50,80 -
U4 4,70 -
U5 4,74 -
U6 12,31 21,28
U7 *% -
U8 3,38 53,66
U9 15,43 0,77
u10 24,48 137,29
U1l 4,01 113,25
u12 19,51 -
u13 13,23 132,58
ul4 1,81 -
uls 4,67 -
ul6 * -
u17 2,07 2,00
uU18 10,60 67,30
U19 * -
u20 0,65 2,93
u21 3,76 5,15
u22 62,93 2,43
u23 36,07 21,65
u24 75,35 -

**Dados obtidos abaixo do Limite de Quantificacdo (S/R inferior a 10:1)

As amostras de 3 marcas (U7, U16 e U19) nao foram quantificadas, visto
que a relacdo sinal/ruido para o sinal utilizado na quantificagdo estava abaixo
do Limite de Quantificacdo (LQ) da técnica. O LQ € a menor concentracdo que
pode ser quantificada com uma incerteza aceitavel. E comum usar valores de
S/R de 3:1 para o LD e valores de S/R de 10:1 para LQ.

No caso das amostras da marca U7, o valor de S/R varia em torno de
5:1, o que torna o linalol detectavel, mas ndo quantificavel. Ja as amostras da
marca U16 possuem S/R aproximado de 2,7:1 o que indica que além de néo
quantificavel, esta abaixo do limite de deteccdo. A marca U19 possui amostras

com espectros de RMN de 'H com bastante sinais na regido do sinal de 5,90
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ppm, dificultando inclusive o calculo da relacdo S/R. Mas, o valor de S/R esta
proximo de 6,5:1 que torna o linalol detectdvel nesses 0leos, mas néo

quantificavel.

Com a Tabela 5 foi possivel observar que todas as amostras de marcas
consideradas auténticas ttm em sua composi¢cdo um teor de linalol que varia
de 53 a 64%. Esse resultado corrobora com os dados da literatura, que
descreve que os OE de pau-rosa sdo majoritariamente constituidos por linalol
(Morais, et al., 1972; Ohashi, Rosa e Santana, 1997; Alencar e Fernandes,
1978).

Para confirmar a quantificacdo dos OE foi feita uma validacdo do
método. A validacdo consiste em garantir que o método é adequado para a

finalidade proposta e para isso serdo avaliadas algumas figuras de mérito.
5.3.Validacdo do método de quantificacdo de linalol por RMNq de H

Para a validacdo do método de quantificacdo do linalol pela técnica de
RMNq de 'H pelo método de PULCON, a técnica de Cromatografia Gasosa
acoplada a um Espectrdmetro de Massas (CG-EM) foi utilizada como método
de referéncia para comparacao. Foram escolhidas 3 amostras com alto teor de
linalol, pois o objetivo principal é confirmar o teor de linalol nas amostras
auténticas, e estas foram analisadas em triplicata por RMNg de H e CG-EM.
As amostras escolhidas foram: LPF 11-3 da marca Al, LPF 12-6 da marca A2
e LPF-58-1 da marca U24.

Para a quantificacdo por CG-EM, foi construida uma curva de calibracao
com um padrao de linalol (99,4%). A Figura 19 apresenta a curva de calibrac&o
obtida com 5 pontos de concentragédo, sendo eles em 49,7%; 59,6%; 69,6%,
79,5% e 89,5% de linalol. O método se mostrou capaz de manter a resposta
linear dentro da faixa de concentracdo estudada. Além disso, o coeficiente de
determinacdo (R?) igual a 0,9945 esta dentro do limite de aceitacdo (BRASIL,
2017).
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Figura 19. Curva de calibracdo para a quantificacdo de linalol por CG-EM.

A partir da curva de calibracdo construida, foi possivel quantificar o

linalol por meio dos cromatogramas obtidos para as amostras LPF 11-3, LPF

12-6 e LPF 58-1. A Tabela 6 apresenta os valores médios de concentracdo das

triplicatas obtidos para cada amostras, tanto por meio da técnica de CG-EM,

quanto por meio da técnica de RMNq de !H, além do coeficiente de variacédo

dos teores obtidos pela técnica de RMN( de 1H.

Tabela 6. Teor médio de linalol obtidos por CG-EM e RMNq de H.

Teor médio de Coeficiente de Teor média de Coeficiente de
Amostra linalol (%) Variacao (%) linalol (%) Variacao (%)
CG-EM CG-EM RMNg de 1H RMNq de 1H
LPF 11-3 68,21 0,50 59,44 0,23
LPF 12-6 76,03 6,26 66,54 4,67
LPF 58-1 96,04 8,71 81,01 1,13

Ao se comparar os dados apresentados na Tabela 6, observa-se um

desvio sistematico nos resultados de quantificacdo obtidos por meio das

técnicas de RMNg de 'H e de CG-EM. Segundo o Guia para a expressao de

incerteza de medicdo - Avaliacdo de dados de medicao (INMETRO, 2012), o

desvio sistemético pode ser corrigido por um fator de correcdo quando este for

possivel de ser detectado, com a finalidade de diminuir a incerteza das

medidas.
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Antes da utilizacdo de um fator de correcao, foi feita uma investigacéo
sobre o que possivelmente poderia estar causando esse desvio sistematico. A
principio foi novamente obtido o espectro do padrao externo DMSO:2 cerificado
para avaliar possiveis erros referente a pureza do padrdo. Entretanto, ndo
houve diferenca nos resultados das analises quantitativas das amostras de OE

de pau-rosa utilizando os dois padrdes (dados nao apresentados).

Outra hip6tese que foi levantada que poderia ser responsavel pelo
desvio é de que nem todos os nucleos de hidrogénio referentes ao linalol
estavam sendo excitados e posteriormente relaxados para deteccdo com o
valor de D1 utilizado. Com essa possibilidade, a quantificac&o foi testada com
amostras mais diluidas das amostras de OE de pau-rosa. A comparacao foi
feita com a amostra da marca 11-3, e foram observadas diferencas ao
quantificar a amostra concentrada (90 mg) e a amostra diluida (14 mg). O teor
de linalol encontrado quando quantificado com amostra diluida teve valor mais
proximo do valor obtido com a quantificacao feita pelo método de referéncia
CG-EM. Além disso, foram feitas comparac¢des entre as amostras do Peru com
alta e baixa concentracdo e analises com linalol sintético de pureza conhecida,
e foram obtidos teores de linalol diferentes para as amostras concentradas e
diluidas. A pureza do padrdao de linalol também foi determinada utilizando
massas diferentes. Foram quantificadas duas amostras, uma preparada com
massa de 44 mg e outra com 14 mg. Para a amostra utilizando 44 mg foi obtido
um valor de 91,7% = 2,3% (detalhes sobre a determinacédo da incerteza na
secao 5.3.3), enquanto para a amostra preparada com 14 mg obteve-se

100,5% * 2,3%, sendo mais préximo do valor de referéncia de 99,4%.

Portanto, em todas as analises realizadas, as amostras diluidas
apresentaram sua quantificacdo mais préxima do valor de referéncia.
Entretanto, n&o foi encontrado na literatura uma explicacao para esse efeito.
Dessa forma, o desvio sistematico observado devera ser mais bem investigado
por meio de testes de linearidade do equipamento para observar em que

con centragéo comeca a ocorrer esse desvio.

Tendo em vista o grande numero de amostras e pouco tempo habil para

refazer todas as analises utilizando massa menor e correcdo do desvio
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sistemético observado, optou-se pela utilizacdo de um fator de correcéo
conforme descrito pelo INMETRO (2012).

O fator de corregcédo foi encontrado dividindo o valor do teor de linalol
obtido pelo do método de referéncia (CG-EM), pelo valor obtido pelo método de
RMNg de 'H. O valor encontrado foi de 1,16. Logo, todos os valores de
concentracao obtidos por RMN foram multiplicados por esse fator. Na Tabela 7
estdo apresentados os valores do teor médio de linalol corrigidos para o
método de RMN(q de !H.

Tabela 7. Teor médio de linalol obtidos por CG-EM e RMNq de H com valores

corrigidos.
Teor médio de linalol (%) Teor média de linalol (%)
Amostra CG-EM RMNq de H
LPF 11-3 68,21 68,95
LPF 12-6 76,03 76,63
LPF 58-1 96,04 93,98

Assim, todos os valores de teor de linalol que foram obtidos
anteriormente por meio da técnica de RMNq de 'H (Tabela 5) foram corrigidos
por esse mesmo fator de correcéo proposto. O teor médio de linalol obtido apos
a aplicacdo do fator de correcéo estdo apresentados na Tabela 8. No Anexo D

se encontra o teor de linalol corrigido para cada amostra analisada.
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Tabela 8. Teor médio de linalol corrigido e coeficiente de variagdo (CV) obtidos por meio da
técnica de RMNq de 1H para amostras de OE de pau-rosa auténticas (A) e ndo auténticas (U).

Marca Teor médio de linalol (%) CV (%)*
Al 68,1 7,4
A2 74,1 3,8
A3 72,2 -
A4 74,4 -
A5 62,5 -
A6 67,3 0,8
A7 70,7 -
A9 72,1 -
A10 71,4 -
All 68,5 -
Ul 5,5 -
U2 1,1 -
U3 58,9 -
U4 5,4 -
U5 5,5 -
U6 14,3 21,3
U? *% -
U8 3,9 53,7
U9 17,9 0,8
uUl10 28,4 137,3
Ul11 4,7 113,2
U1z 22,6 -
Ul13 15,3 132,6
ul14 2,1 -
U15 5,4 -
Ul16 ** -
ul7 2,4 2,0
uU1s 12,3 67,3
uU19 ** -
U20 0,8 2,9
u21 4,4 5,1
u22 73,0 3,9
uU23 41,8 21,6
U24 88,0 -

*(CV) Coeficiente de variagdo do resultado da andlise de amostras contendo mais de
um frasco.

** Dados obtidos abaixo do Limite de Quantificacdo (S/R inferior a 10:1)

Nessa etapa que também foi possivel observar a composicdo da
amostra LPF 58-1, inicialmente classificada como auténtica. Através das
analises do CG-EM para essa amostra, foi possivel concluir que a amostra nédo
possuia o mesmo perfil quimico das demais amostras classificadas como
auténticas. Em seu cromatograma foram identificados apenas o0s sinais
referentes ao linalol e ao diidrolinalol e nos espectros de RMN também foi
observada a falta de sinais dos compostos minoritarios presentes nos
espectros dos demais OE auténticos de pau-rosa. Portanto, essa amostra foi

considerada ndo auténtica por suspeita de ser composta de linalol sintético.

57



Apoés a correcdo dos valores de concentracdo de linalol, foram entéo
obtidas algumas figuras de mérito para validar o método de RMN que foi
proposto para determinacdo do teor de linalol. Para a validagdo do método de
RMNqg de 'H e referéncia externa (PULCON) foram avaliadas as seguintes
figuras de mérito: exatidao, preciséo, incerteza, limite de deteccao (LD) e limite

de quantificacao (LQ).
5.3.1. Exatidao

A exatiddo esta relacionada ao grau de concordancia entre o resultado
de um ensaio e o valor de referéncia aceito, ou entre valor medido e valor
verdadeiro. Nesse caso, o0 valor medido ou resultado de um ensaio sao 0s
valores de teor de linalol obtidos pelo método de RMNq de H e o valor de
referéncia ou valor verdadeiro que é o teor de linalol obtido pelo método de

referéncia, o CG-EM.

Uma das formas de se obter a exatiddo de um método € através do
calculo de erro relativo. Na Tabela 9 estdo presentes os erros relativos, em
porcentagem, para cada amostra de OE de pau-rosa analisada. Os valores de
erro relativo para todas as amostras analisadas foram inferiores a 5%, o que
exprime uma boa exatiddo do método e que € rotineiramente atingida ao usar o
método de RMNq (Wishart, et al., 2022).

) |Valor medido — Valor de referéncia
Erro relativo =

Valor de referéncia

©)

Tabela 9. Erro relativo, em porcentagem, obtido para a técnica de RMNg de H, tendo como
valor de referéncia a técnica de CG-EM, apés a correcdo do erro sistemético.

Amostra Erro Relativo (%)
LPF 11-3 1,09
LPF 12-6 0,79
LPF 58-1 2,15

5.3.2. Precisao

A precisdo tem como objetivo estimar a variacdo aleatéria dos resultados

em amostras medidas em replicata e, portanto, expressa o0 grau de
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concordancia entre os resultados das medidas de uma mesma amostra. A
precisdo do método pode ser determinada pela estimativa do desvio padrao
relativo (DPR ou RSD, do inglés relative standard deviation), expressada para
as amostras consideradas pela equacao abaixo:

n om f’ij—f’iz
i=12j=1 7

n(m—1)

precisao =

(10)

Em que n € o numero de amostras, que nesse caso sao 3, m € o numero
de replicatas, 3 por amostra, §;; € o valor de cada medigdo por amostrae jy; € a
média das replicatas de cada amostra.

Realizando os célculos acima, tém-se que a precisdo do método de
RMN é de 2,78%. Ja o método de referéncia, CG-EM, obteve DPR igual a
6,31%, sendo maior que o desvio observado nas analises de RMN. Segundo
INMETRO, para conferir se ha uma variancia significativa entre os métodos,
deve-se aplicar o Teste F, caso Fcalculado < Ftabelado, N80 h& diferenca significativa
entre os métodos. O F calculado foi de 5,16, enquanto o tabelado para o grau
de liberdade usado é de 3,44 considerando um nivel de confianca de 95%, o

gue indica uma maior precisdo obtida pelo método de RMN.
5.3.3. Incerteza

Como a medi¢cdo envolve uma combinagdo de etapas, cada etapa
possui um valor de erro associado e que, consequentemente, influencia no
valor final da incerteza. Dentre algumas fontes de incerteza pode-se citar a
incerteza da balanca, integracéo da area do espectro, valores de referéncia, no
caso a pureza do padrdo (material de referéncia)), DMSO2 e erros
instrumentais. Se faz necesséario saber o quanto de cada fonte de erro que
impacta no valor final da concentracao, para que se saiba o quao confiavel é o
resultado (de la Cruz, et al., 2010). As contribuicbes que provém da equacao

(5) do método PULCON estéo ilustradas no diagrama de Ishikawa (Figura 20).
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Figura 20. Diagrama de causa e efeito (Ishikawa) com as fontes de incerteza do método
PULCON.

Segundo o Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicdo (GUM),
através da norma ISSO/IEC 17025, a incerteza € 0 parametro capaz de
mensurar a dispersao entre os valores medidos. Ela ndo pode ser usada para
corrigir algum resultado, mas é considerada uma indicacdo quantitativa da

qualidade da medigéo.

As fontes de incertezas que contribuem para a incerteza do método e
que estdo citadas no diagrama de causa e efeito da Figura 20 podem ser
obtidas como estimacdo do Tipo A ou do Tipo B. Tipo A caracteriza as
incertezas feitas através de anadlise estatistica de medicdes repetidas e feitas
durante 0 processo, como as incertezas associadas a Temperatura de
aquisicéo, o valor do Pulso de 90°, repetitividade e a area de integracao do
sinal. J4 a estimacgé&o do Tipo B sédo aquelas fornecidas por certificados, MRC’s,
dentre outros meios, podendo citar entdo as fontes de incerteza das massas
proveniente da balanca, pureza do material de referéncia e incerteza associada
a Massa Atomica das substancias envolvidas. Além das incertezas citadas na
Figura 20, a incerteza do fator de correcao utilizada para corrigir os valores de

concentracdo foi adicionada como fonte de incerteza.
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O valor da incerteza combinada (u) para quantificacao de linalol foi entdo
calculado pela Equacéo 11 e o valor obtido foi de aproximado de 1,18%. Como
mostra a Equacdo 12, o valor da incerteza expandida (U) para a amostra é
obtido entdo pela multiplicacdo da incerteza combinada pelo fator de

abrangéncia k (k95,45% = 2) que resulta em 2,3%.

2 () (5 (5

11)

U(P,) =u(P)k
(12)

5.3.4. Sinal/Ruido

Para a técnica de RMN, a relacdo sinal-ruido (S/R) é a principal
referéncia para avaliar a detec¢ao e quantificacao do analito. Para o LD o sinal
deve ter uma intensidade trés vezes maior que o ruido, ou seja, uma a razao
S/R 2:1. J& para o LQ o valor minimo da relagcdo S/R é de 10:1. (BRASIL, 2017;
MALZ, 2008).

Seguindo esses valores de S/R limites, foram calculados os valores
médios de S/R para as amostras analisadas por CG e RMN e os resultados
estdo na Tabela 10. E possivel observar que todos os resultados obedecem
aos critérios estabelecidos para a relacdo S/R para considerar uma amostra

como detectavel e quantificavel.

Tabela 10. Valores de Sinal/Ruido (S/R) obtidos para o sinal em 5,90 ppm nos
espectros de RMNqg de 1H.

Teor médio de linalol (%) S/IR
Amostra RMN — valor medido
LPF 11-3 68,95 6573,76
LPF 12-6 76,63 8577,02
LPF 58-1 93,98 9439,51

Vale ressaltar que essas amostras apresentam alto teor de linalol,
portanto era de se esperar um valor alto de S/R. O valor de S/R para todas as

3 amostras quantificadas por esse método foi calculado a fim de garantir que
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as analises estdo sendo realizadas dentro dos limites aceitaveis de
quantificacao.

5.4. Andlise univariada com teor de linalol

Uma vez que o método de RMNq de H se mostrou satisfatério para a
quantificacdo dos teores de linalol, uma avaliacdo mais detalhada dos
resultados obtidos (Tabela 8 e Anexo D) foi realizada. De forma geral, dentre
as amostras de OE de pau-rosa auténticas e ndo auténticas, vale destacar que
alguns 0Oleos ndo auténticos possuem teor de linalol proximo aos OE de pau-

rosa auténticos.

Em particular, a marca U10 possui um grande coeficiente de variacao
como visto na Tabela 8, revelando uma grande diferenca entre o teor de linalol
de suas amostras. Com a analise do Anexo D encontra-se duas amostras da
marca U10 com alto teor de linalol, sendo elas LPF-17 com 81,31% e LPF-19
com 59,02%, que corrobora com os resultados encontrados em PCA, por
serem amostras que se agrupam com o0s Oleos auténticos, por conta do teor do
composto majoritario do OE de pau-rosa. Outra amostra que vale destacar € a
amostra LPF 42-8 da marca U23 com 63,74% de linalol, sendo também uma
das amostras que estdo agrupadas como as citadas acima da marca U10.
Além das marcas citadas, a marca U3 (58,93%), U22 (73,00%) e U24 (87,99%)
possuem altos teores de linalol. Importante ressaltar que essas amostras estéo
agrupadas com as amostras auténticas em PC1l e PC2 das anélises

exploratorias de PCA.

Apesar dessas observacdes pontuais do alto teor de linalol de algumas
amostras dos OE nao auténticos, foi testado um modelo univariado, em que a
Unicavariavel levada em consideragéo para classificar os OE de pau-rosa seria
o teor de linalol. As amostras foram divididas em amostras de treinamento e

amostras de validacdo conforme Tabela 11.

62



Tabela 11. Amostras de OE de pau-rosa divididas em amostras de treinamento e

validacéo.
Amostras de treinamento do modelo Amostras de validacdo do modelo
Al: LPF (1, 2,3, 4,5, 6,7, 8,9, 10-1, 10-2, Al: LPF (11-4, 11-5, 11-6, 11-7, 11-8, 11-9,
11-1, 11-2 e 11-3) 11-10)
A2: LPF (12-1, 12-2, 12-3, 12-4, 12-5, 12-6, A2: LPF (12-7, 12-8, 13-1, 13-2, 13-3)
13-4, 13-5, 13-6, 13-7, 13-8)
A3 A4
A6: LPF 54 A6: LPF 55

A5 A7

A9 A10

All us

Ul Ull

U2 U12

U3 ul4

U4 uU18

uUS U20

U6 u22

U9 u24

U10 AP: (amostras do Peru PA1, PA2, PA3, PA4

e PAS).

U13

uU15

u17

u21

U23

As marcas U7, U16 e U19 ndo entraram nessa classificacdo por néo
possuir S/R acima da razdo 10/1, ideal para quantificagdo. Portanto, ndo foi
possivel quantificar o linalol nessas amostras. Além disso, na validacéo dessa
analise quimiométrica também foram acrescentadas as amostras obtidas do
Peru (marca AP), com o objetivo de analisar seu comportamento em relacéo as

amostras auténticas obtidas no Brasil.

ApOs a separacdo das amostras em amostras de treinamento e
amostras de validacdo, e ainda observando as classificacBes pré-existentes
como amostras auténticas ou ndo auténticas, foi construido um grafico da
analise univariada relacionando essa informacao com o teor de linalol (Figura
21). Ao se observar o grafico obtido, nota-se a presenca de 4 amostras que
seriam classificadas como auténticas pela analise univariada se considerarmos
apenas os valores de concentracao de linalol, sdo elas: marca U23 (amostra
LPF 48-2), marca U10 (LPF 17 e 19) e marca U3 (LPF 21). Essas mesmas
amostras j4 foram citadas anteriormente por serem marcas ndo auténticas,

mas com um alto teor de linalol.
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Figura 21. Gréafico de treinamento de andlise univariada em relagdo ao teor de linalol das
amostras de OE de pau-rosa. (Vermelho) amostras de OE de pau-rosa auténticas e (Verde)
amostra ndo auténticas.

Assim, a composicdo quimica das marcas U23, U10 e U3 sera analisada
a seguir com maiores detalhes para avaliar se representam um dado atipico ou
inconsistente (outlier), e que apenas atrapalharia na interpretacdo dos demais
resultados. Para auxiliar nessas andlises, o trabalho de Pastore e

colaboradores (2022), cujo estudo é realizado com as mesmas amostras

avaliadas nessa dissertacao, sera utilizado.

A analise do perfil quimico realizada por Pastore e colaboradores (2022)
mostra que a marca U23 esta adulterada com alcool benzilico. Os sinais de
RMN de 'H e de 13C caracteristicos do alcool benzilico também foram
identificados nas amostras de OE da marca U23 e estdo apresentados no
Anexo E. Assim, devido a presenca desse adulterante, confirma-se que marca
U23 é um OE néo auténtico. Essa marca possui 8 6leos analisados e somente
um deles é classificado de forma incorreta, portanto, essa amostra sera
considerada como outlier, ou seja, representa um valor atipico e inconsistente,
0 que apenas atrapalharia na interpretacdo dos demais resultados sera

considerada como outlier para a analise univariada.

Para a marca U10, ao se avaliar os resultados de quantificacdo de

linalol obtidos nesse trabalho (Tabela 8), foi calculado um CV de 137,29% e,
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portanto, as amostras que compdem essa marca apresentam uma alta
variacdo no teor de linalol. Assim, a marca U10 também foi considerada como
um outlier pela inconsisténcia na sua composic¢ao.

Ja para a amostra da marca U3 tem-se a informacéo de que esse OE foi
extraido utilizando-se 10% de alcool etilico (Tabela 1). Os sinais referentes aos
residuos desse solvente foram observados nos espectros de RMN de 1H e 13C
(Anexo F). No trabalho de Pastore e colaboradores o etanol ndo foi detectado
nessa amostra porque os cromatogramas obtidos no CG-EM foram adquiridos
com tempo de retencéo a partir de 5 min, devido ao Solvente Delay, enquanto
o tempo de retencdo média para o etanol é de 2,21min (Feltraco; Antunes;
Linden, 2009). A presenca de alcool etilico nessa amostra de OE & um
adulterante, uma vez que essa substancia néo é esperada no perfil quimico do
OE de pau-rosa e, por esse motivo, confirma-se que essa € uma amostra nao

auténtica e ela também foi considerada como outlier para a analise univariada.

Portanto, apos eliminacdo das amostras consideradas como outliers, o
grafico de treinamento da anélise univariada com teor de linalol foi construido,
com a finalidade de criar um modelo que classifigue os OE de pau-rosa,
extraidos ou comercializados, através do teor do linalol, seu composto

majoritario. O grafico obtido esta apresentado na Figura 22.
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Figura 22. Gréfico de treinamento de andlise univariada em relagdo ao teor de linalol das
amostras de OE de pau-rosa sem as amostras consideradas como outliers. (Vermelho)
amostras de OE de pau-rosa auténticas e (Verde) amostras ndo auténticas.

O modelo proposto através da analise univariada dos dados de teor de
linalol prop&e que o limite de determinacao, ou seja, o limite que classifica uma
amostra como auténtica ou nao auténtica é de 54,6%. Portanto, OE de pau-
rosa que apresentem teores de linalol acima de 54,6% sédo considerados
auténticos e OE de pau-rosa que apresentem teores de linalol abaixo desse

valor sdo considerados ndo auténtico.

Apobs a construcdo do modelo, foi feita a etapa de validacdo do modelo,
em que as amostras de validacdo descritas na Tabela 11 foram testadas. Na
Figura 23 é possivel ver como as amostras de validagéo se classificam perante

esse modelo que apenas considera os valores do teor de linalol.
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Figura 23. Gréafico de validagao de andlise univariada em relagéo ao teor de linalol das
amostras de OE de pau-rosa. (Vermelho) amostras de OE de pau-rosa auténticas e (Verde)
amostras ndo auténticas.

Ao observar o grafico de validacdo do modelo univariado apresentado na
Figura 23, nota-se um grupo de amostras ndo auténticas que, pelo teor de
linalol, se classificam como auténticas. Em especifico, as amostras com
numeragdo entre 90 e 100 s&o referentes as amostras da marca U22 que
possuem uma média de teor de linalol de 73%. Todas as amostras dessa
marca possuem altos teores de linalol, uma vez que é observado um baixo CV
dentro da propria marca (3,86%). Pelas analises de CG-EM, Pastore e
colaboradores mostram que, além dos 0leos dessa marca ndo possuirem um
perfil quimico que coincida com 70% do perfil quimico dos OE de pau-rosa
(Pastore, et al., 2022), uma alta concentracdo de limoneno, um terpeno que

nao faz parte do perfil quimico do OE da espécie Aniba rosiodora, é detectado.

Outra amostra que é classificada erroneamente na Figura 23 é a
amostra LPF 58-1 da marca U24, é uma amostra ndo auténtica com alto teor
de linalol e portanto, usando apenas o teor de linalol das amostras, essa seria
classificada como auténtica. No trabalho de Pastore et al. essa amostra era
classificada como auténtica devido ao alto teor de linalol. Contudo, por sua
composi¢do quimica observada no CG-EM em conjunto com os espectros de

RMN apresentar sinais quase unicamente de linalol, supfe que essa amostra
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mais se assemelha a uma amostra de linalol sintético, sendo portanto um OE

nao auténtico.

Apés todas essas andlises avaliando ao teor de linalol, é possivel
constatar que embora o linalol seja 0 componente majoritario e mais importante
dos OE de pau-rosa auténticos, somente essa varidvel ndo € capaz de

classificar os OE de pau-rosa como auténticos ou néo auténticos.

Com essa concluséao, buscou-se entdo um composto minoritario do OE
de pau-rosa que esteja presente no perfil quimico identificado pela técnica de
CG-EM e proposto no trabalho de Pastore e colaboradores (2022) e que fosse

possivel caracteriza-lo e quantifica-lo por meio da técnica de RMN.
5.5. Caracterizacdo do benzoato de benzila por RMN bidimensional

Apoés analise dos resultados obtidos por CG-EM tanto pelo trabalho feito
por Pastore e colaboradores (2022) quanto pelos cromatogramas obtidos no
decorrer desse trabalho, observou-se a presenca do composto minoritario
benzoato de benzila, cuja estrutura esta apresentada na Figura 24, no OE da
espécie Aniba rosiodora.

14

10 12

1

Figura 24. Estrutura com carbonos enumerados do benzoato de benzila.

Da mesma forma que foi feita a caracterizacdo do linalol pelos
experimentos bidimensionais de RMN 1H-13C HSQC, 1H-13C HMBC e H-1H
COSY (Anexo C) com uma das amostras auténticas, 0S mesmos espetros
foram usados para atribuir os sinais de RMN de H e 13C pertencentes ao
benzoato de benzila (Figura 24). Na Tabela 12 se encontram os sinais de 'H e
13C que caracterizam o benzoato de benzila e os sinais de correlacdo que os

espectros forneceram.
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Tabela 12. Atribuicdo dos sinais de benzoato de benzila e comparagcdo com os dados da
literatura (Mou, et al., 2017; Hassan e Mossa, 1981).

0 C (ppm) 0 *H (ppm) HMBC COSY | d2C (ppm) | ©H (ppm) lit.
lit.

1 166,5f - - - 165,6 -
2 130,1 - - - 130,3 -
3 129,7 8,07 (m) 1,4,5 7,43 129,6 8,06
4 128,4 7,43 (m) 2,5 7,55 128,2 7,27 — 7,43
5 133,1 7,55 (m) 132,6 746 —751
6 Quimicamente equivalente ao 4
7 Quimicamente equivalente ao 3
8 66,7 5,36 (S) 1,9 10 66,4 5,33
9 136,0 - - - 136,3 -
10 128,4 7,44 (m) 12 7,38 128,4 7,27 — 7,43
11 128,6 7,38 (m) 9,12 128,0 7,27 — 7,43
12 128,2 7,34 (m) 129,0 7,27 — 7,43
13 Quimicamente equivalente ao 11
14 Quimicamente equivalente ao 10

f — sinal fraco

Embora o benzoato de benzila seja um composto minoritario presente
nas amostras de OE de pau-rosa auténticas e que poderia ser considerado
como um marcador, a adulteracdo de 0leos pela adicdo desse composto seria
facil. Além disso, nesse trabalho, o benzoato de benzila ndo foi quantificado
uma vez que nao seria possivel, nesse momento, validar sua quantificacéo.
Assim, com o objetivo de criar um modelo que fosse capaz de considerar as
informacbes de perfil quimico do OE de pau-rosa avaliadas nesse trabalho,
propds-se relacionar a area de sinal do linalol com a area de um sinal do
benzoato de benzila e criar um modelo através da proporcéo entre esses dois

compostos.

Para isso, o sinal escolhido para o linalol foi o sinal de RMN de 'H em

590 ppm, o mesmo utilizado para a quantificagdo desse composto e que
corresponde a 1 hidrogénio na sua estrutura (H2). Para o benzoato de benzila
foi escolhido o sinal de RMN de 'H em 8,07 ppm, que corresponde a 2
hidrogénios em sua estrutura (H3 e H7) e estA em uma regido sem
sobreposicéo de sinais. Para cada amostra foi calculado a relacdo S/R do sinal
escolhido, para avaliar se seria possivel usar a area do sinal nessa relacéo de
propor¢do. Quanto ao linalol, j& foi mencionado que as marcas U7, U16 e U19
ndo podem ser quantificadas por RMNg, uma vez que o teor de linalol esta
abaixo do LQ para a técnica. Em relacdo ao benzoato de benzila, as marcas
que possuem S/R abaixo da relagcdo de 10:1 s&o: U2, U6, U7, U8, U10
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(amostras LPF 17, 18, 20 e 22), U13, U14, U15, Ul6, Ul17, U18, U19, U20,
U21, U22 e U23 (amostra LPF 42-8). Dessas marcas, as Unicas em que o sinal

do benzoato de benzila é detectavel, sdo: U20 e U23.

Fazendo a razdo de area do linalol (Aiinalol) pela area do benzoato de
benzila (Abenzoato de benzila), levando em conta a quantidade de hidrogénios que

cada area corresponde, obteve-se a Equacao 12:

. ) Area Linalol 2H
razao de areas = - X —
Area Benzoato de Benzila 1H

(12)

Com os resultados obtidos por meio da razao de areas, foi feito um novo
modelo, dessa vez considerado uma proporcionalidade entre um composto
majoritario e um composto minoritario.

Apesar do uso dos sinais de dois marcadores ja aumentar a
informacao/representatividade do método, essa proposta nédo seria capaz de
detectar amostras de 6leos inicialmente auténticos e que foram adulterados
posteriormente. Por essa razdo, outra condic¢ao incluida no método foi a razéo
da integral da area referente a regido de 4,90 a 2,90 ppm pela area do sinal do
linalol em 5,90 ppm, que como visto na Figura 10, a regido entre 4,90 e 2,90
ppm € uma regido com pouquissimos sinais referentes aos compostos
presentes em OE auténticos e que predominam sinais intensos de adulterantes
nas amostras ndo auténticas, podendo ser identificada como uma regido que
caracteriza a presenca de adulterantes. Na Figura 25 esta apresentado a etapa
de treinamento desse novo método, na Figura 25-A mostra um limite de 49 da
razao Alinalol/Abenzoato de benzila. Portanto, como primeiro critério para ser
classificada como auténtica, a amostra precisa ter um teor de linalol 49 vezes
maior do que o teor de benzoato de benzila. Contudo, observa-se que ainda
existem algumas amostras ndo auténticas que se classificariam como
auténticas, pois independente do teor de linalol ser alto ou baixo, ao alcancar
essa proporcionalidade a amostra seria classificada como um OE auténtico da
espécie Aniba rosiodora. Ja na Figura 25B mostra um limite igual a 1,0 para a
razao Aregigo entre 4,90 e 2,90 ppm /Alinalol (5,90 ppm). Ou seja, caso a regiéo entre 490 e

2,90 ppm da amostra tenha area absoluta até 1,0 vez a area do sinal do linalol
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em 5,90 ppm a amostra cumpriria 0 segundo critério para ser considerada OE
de pau-rosa auténtico. Nota-se na Figura 25C, que se refere ao zoom da Figura
25B que apenas essa condicdo também ndo se mostra suficiente para
classificar todos os OE de pau-rosa, visto que podem ter adulterantes que néo
possuem sinais nessa regiéo.

Outro ponto que vale destacar é que as amostras dos OE de pau-rosa
que obtiveram area de benzoato de benzila igual a zero, a proporgcédo foi
considerada como zero, visto que uma divisédo por zero tenderia a infinito. Essa
consideracao foi feita porque na condi¢cdo proposta, se 0s dois compostos Nao

estiverem presentes a amostra ndo € considerada auténtica.
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Figura 25. Gréfico de treinamento de analise univariada em relagdo a razdo das &reas dos
sinais do linalol (5,90 ppm) e do benzoato de benzila (8,07 ppm) das amostras de OE de pau-
rosa (A). Gréfico de treinamento de andlise univariada em rela¢do a razdo da area da regiéo
entre 4,90 e 2,90 ppm e da area do sinal do linalol (5,90 ppm) das amostras de OE de pau-rosa
(B). Zoom do gréafico apresentado em B (C) (Vermelho) amostras de OE de pau-rosa auténticas
e (Verde) amostras ndo auténticas.
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Além disso, pode-se colocar um limite maximo da proporcdo entre as
areas, pois um minimo de benzoato de benzila poderia ser adicionado a uma
amostra de alta concentracdo de linalol e existiia uma razao aceita.
Observando o grafico da Figura 25A, todas as amostras auténticas de OE de
pau-rosa possuem a razao Alinalol/Abenzoato de benzila abaixo de 200.

Ao se combinar os dois critérios apresentados na Figura 25, apenas uma
amostra é classificada erroneamente, que € a LPF-19 (marca U10). Além de
estar entre os limites da razdo das areas do linalol e do benzoato de benzila,
essa amostra possui uma razao das areas entre 4,90 e 2,90 e area do sinal do
linalol (5,90 ppm) abaixo de 1,0 e ainda tem teor de linalol acima de 54,6%,
dessa forma, essas condicdes combinadas ainda ndo sao capazes de
classificar corretamente essa amostra.

ApOs essas observacdes na fase de treinamento, foi construido o grafico
de validacéo (Figura 26). Nesse gréafico, as amostras que séo oriundas do Peru
também foram inseridas para observar uma possivel semelhanca ou diferenca

guando comparadas com as amostras de origem do Brasil.
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Figura 26. Grafico de validacdo da andlise univariada em relacdo a razdo das areas dos sinais
do linalol (5,9 ppm) e do benzoato de benzila (8,07 ppm) das amostras de OE de pau-rosa (A).
Grafico de validacao de analise univariada em relagdo a area da regido entre 4,90 e 2,90 ppm
das amostras de OE de pau-rosa (B). Zoom do grafico apresentado em B (C) (Vermelho)
amostras de OE de pau-rosa auténticas e (Verde) amostras ndo auténticas.
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Analisando o gréfico de validacdo obtido € possivel observar que 3
amostras auténticas apresentam relacao Alinalol/Abenzoato de benzila €m valores um
pouco fora do comportamento das demais (acima da 200) (Figura 26-A).
Entretanto, ao avaliar quais sdo essas amostras, verifica-se que essas sao as
amostras originadas do Peru e que, portanto, podem possuir alguma
variabilidade no perfil quimico devido a mudanca de regido ou origem quando

comparadas as originadas do Brasil.

Observando os graficos da Figura 26 percebemos que os dois critérios
se complementam de forma bastante interessante, pois somados permitem a
classificacdo correta de todas as amostras de validacdo. O Unico erro
observado € o ja comentado da amostra de treinamento da marca U10 (LPF-
19).

Dessa forma, a proposta de usar as duas condicoes, sendo: obedecer a
razao de Alinalol/Abenzoato de benzila acima de 49 e a razao Aregizo entre 4,90 e 2,90 ppm
/Alinalol (5,90 ppm) abaixo de 1,0, se mostrou uma proposta simples e com 6timos

resultados.
5.6.PLS-DA como modelo de classificacéo

Uma questdo que permanece é se um método multivariado baseado na
selecdo de uma regido espectral ou espectro inteiro também apresentaria bons
resultados de classificacdo. Para responder a essa questdo um modelo de
classificacao/discriminacdo baseado no espectro inteiro dos OE e ndo apenas
os sinais de RMN de 'H do linalol ou benzoato de benzila foi desenvolvido
utilizando PLS-DA.

As amostras foram separadas em grupos de treinamento e validacdo da
mesma forma como descrito na Tabela 11. O modelo de treinamento obteve os
mesmos outliers que foram encontrados na analise univariada do teor de

linalol, e como j& justificado, esses outliers foram removidos do treinamento.

O numero de Variaveis Latentes (VL) do modelo pode ser determinado
através da sensibilidade e seletividade do método, que levam em conta o0s

valores de Verdadeiros Positivos (VP) e Verdadeiros Negativos (VN); Falsos
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Positivos (FP) e Falsos Negativos (FN). Com a remocgdo dos outliers, a

sensibilidade e seletividade do método atingiram 100% ja com 2 VL.

A Figura 27 mostra o grafico do método PLS-DA da fase de treinamento
com 2 VL modelando as classes de 6leos auténticos e ndo auténticos. E
possivel observar que as amostras auténticas estdo mais agrupadas e
proximas umas das outras independente das marcas, o que indica uma maior
similaridade entre elas. J4 as amostras ndo auténticas estdo mais dispersas,
mostrando que ha uma maior variabilidade entre elas, inclusive que entre elas
possuem diferentes adulterantes, como foi visto no CG-EM e confirmado nos
espectros de RMN, como é o caso das amostras da marca U3 e U23

apresentadas no Anexo E e F.
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Figura 27. Grafico de treinamento de analise multivariada com PLS-DA. (A, vermelho)
amostras de OE de pau-rosa auténticas e (U, verde) amostras ndo auténticas.

A Figura 28 apresenta o grafico de validagdo. Pode observar-se que as
amostras do Peru (AP) séo classificadas como auténticas. Porém, as amostras

de marca U22 e U24, que sdo marcas nao auténticas, foram classificadas
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como auténticas. Essas sdo as mesmas marcas que foram classificadas como
auténticas no método univariado utilizando apenas o teor de linalol. Logo,
pode-se constatar que no método multivariado de classificacdo por PLS-DA a
variavel que mais contribui para a classificacdo das amostras também é o teor

de linalol.
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Figura 28. Gréafico de validacdo de andlise multivariada com PLS-DA. (A, vermelho) amostras
de OE de pau-rosa auténticas e (U, verde) amostras nao auténticas.

Além de levar muito em conta o teor de linalol, o treinamento dos dados
nao abrangeu os possiveis adulterantes do OE de pau-rosa, ndo modelando
entdo todas as adulteracdes possiveis. Por exemplo, como dito anteriormente,
as amostras da marca U22 possuem limoneno em sua composicdo e,
possivelmente, essa adulteracdo ou mistura de Oleos nao foi prevista no
treinamento do modelo uma vez que essa marca foi classificada com perfil
semelhante ao perfil das amostras auténticas, mesmo tendo um adulterante
nao presente no treinamento. A marca U24, como descrito anteriormente,

possivelmente € composta apenas por linalol sintético, corroborando com a
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analise de que o método multivariado leva mais em consideracdo o teor de

linalol na classificacdo das amostras.

Portanto, observa-se que o método multivariado simples, que combina a
razdo de areas dos critérios de Alinalol/Abenzoato de benzila acima de 49 e uma razao
inferiora 1 de Aregizo entre 4,90 e 2,90 ppm /Alinalol (5,90 ppm), S€ MOStrou mais adequado e
eficaz para a classificacdo das amostras de OE de pau-rosa, por apresentar
apenas um erro na classificacdo, enquanto ao usar o método multivariado por

PLS-DA, 11 amostras foram classificadas erradas na validacdo do método.
5.7. Analise das amostras auténticas com as amostras do Peru

No Peru, o plantio da espécie Aniba rosiodora é feito para fins de
extracdo e comércio do OE de pau-rosa. A extracdo do Oleo € realizada em
arvores jovens e o OE é obtido de todas as partes da planta, sendo atestado
como OE de pau-rosa auténtico. Nessa parte do trabalho, as 5 amostras de OE
de pau-rosa do Peru foram utilizadas para avaliar como elas se comportam

gquando comparadas com as amostras auténticas extraidas e adquiridas no
Brasil e se existe alguma variavel capaz de distinguir esses OE.

Na Figura 29 estdo apresentados os espectros de RMN de H
sobrepostos de todas as amostras de OE de pau-rosa auténticas, inclusive as
amostras do Peru. E possivel observar uma alta sobreposicéo de sinais, em

particular dos sinais de maior intensidade.
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Figura 29. Espectros de RMN de 1H (600 MHz, CDCls) das amostras auténticas de OE de pau-
rosa, inclusive as amostras obtidas do Peru.

Para analisar possiveis agrupamentos devido a similaridades das
amostras auténticas e como as amostras do Peru se comportam frente as
amostras auténticas do Brasil, foi obtido um dendrograma com a anédlise de
HCA (Figura 30).
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Figura 30. Dendrograma da Andlise Hierarquica de Clusteres (HCA) para amostras de OE de
pau-rosa auténticos. Al-11 sdo amostras do Brasil e AP sdo amostras do Peru.

A Figura 30 apresenta os agrupamentos formados entre as amostras
auténticas. A partir desse resultado é possivel observar maiores diferencas
dentro das amostras da marca Al e A2, que sao as marcas de maior numero
de amostras. Além disso, as amostras da marca Al, que sdo as amostras
adquiridas da Industria MAGALDI (marca certificada e com autorizacdo para
exportacdo pela CITES), sdo as amostras que apresentam maior dispersao no
dendrograma e estdo presente em todos os agrupamentos. Portanto, as
amostras de marca Al sdo as amostras que possuem maiores diferencas entre
si. Uma possivel explicacdo é a variacdo entre lotes, uma vez que essa
indastria realiza o processamento de folhas, galhos e eventualmente madeira
dependendo dos lotes. As amostras da marca A5 e A6 sdo as amostras que
apresentam uma maior similaridade com amostras da marca Al. Importante

também destacar que as amostras provenientes do Peru (AP) se agrupam com
duas amostras de marca Al (agrupamento em vermelho).
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Ja as marcas A3, A9, A10 e A1l possuem uma maior similaridade com
as amostras da marca A2. Nesse agrupamento (verde claro) também séao
observadas algumas amostras da marca Al e uma amostra do Peru (AP). A
amostra A7 esta agrupada com duas amostras da marca A2 e uma amostra da

marca Al (agrupamento em azul escuro).

ApOs as observacdes feitas pela analise dos dendrogramas de HCA,
foram realizadas analises de PCA, para analisar se era possivel identificar

pelos pesos de cada componente principal 0s principais compostos
responsaveis pelo agrupamento das amostras.

Foram feitas as andlises de PCA com os dados de RMN de 'H. Na
Figura 31 esta representado o grafico de PC1xPC2, ou seja, as duas primeiras
componentes principais, que juntas explicam 74,44% da variancia entre as
amostras. Destaca-se que as cores e simbolos apresentados na figura se
referem aos clusteres identificados no dendrograma da Figura 30. Nos escores
da PC1, observa-se principalmente o agrupamento das amostras do Peru em
escores mais negativos (<-40) juntamente com a maioria das amostras da
marca Al (amostras representadas por losangos vermelhos e verde escuro).
As demais amostras da marca Al apresentam uma dispersao ao longo da PC1.
Ja na informacéo de apenas de PC2, o que se observa de mais nitido é a
separacdo da maioria das amostras da classe A1 em escores positivos. A
presenca dos clusteres observados no dendrograma é mais percebida com a
observacédo conjunta das informacées de PC1l e PC2 (resultado do gréafico
bidimensional da Figura 31). Juntando as duas PCs se observa que 4 das
amostras do Peru se agrupam com escores negativos de PC1 e PC2 e que

apenas algumas amostras da marca brasileira A1 sdo semelhantes.
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Figura 31. Escores de PC1 no eixo X (59,07% de variancia explicada) e PC2 no eixo Y

Escores em PC 1 (59.07%)

(15,37% de variancia explicada). A1-11 sdo amostras do Brasil e AP sdo amostras do Peru.

O grafico de pesos de PC1 (Figura 32), revela as variaveis nos sinais de

RMN de H que mais influenciam para a separacéo que é observada no grafico

da Figura 31.
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Figura 32. Gréfico de pesos da PC1 dos espectros de RMN de 1H somente das amostras
auténticas e do Peu com pré-processamento mean center. A regido destacada em vermelho
indica o sinal do benzoato de benzila em 8,07 ppm (A). Ampliacdo da regido destacada (B).

Em escores negativos estdo os sinais que mais influenciam no
agrupamento das amostras do Peru com algumas amostras da marca Al,
sendo 0s sinais mais intensos e, consequentemente, que mais contribuem para
0 agrupamento, os sinais em: 1,68 ppm; 1,60 ppm 1,31 ppm; 1,27 ppm; 1,22
ppm e 1,14 ppm. Outros sinais, menos intensos, mas que também contribuem
para a diferenciacdo dessas amostras sao: 8,00 ppm; 7,30 ppm; 5,60 a 5,70
ppm; 5,20 ppm; 5,17 ppm; 4,98 a 5,02 ppm; 3,79 a 3,88 ppm; 2,45 ppm (banda
larga); 2,16 ppm; 1,74 a 1,94 ppm; 1,68 ppm; 1,38 a 1,60 ppm; 1,31 ppm; 1,30
ppm; 1,27 ppm; 1,18 a 1,23 ppm; 1,13 a 1,16 ppm; 1,00 ppm; 0,85 ppm; 0,84
ppm; 0,80 ppm; 0,79 ppm; 0,72 ppm.

Ja os sinais de RMN de 'H que mais contribuem para o agrupamento
que é observado nos escores positivos de PC1 sdo os sinais em: 1,67 ppm;
1,59 ppm; 1,31 ppm e 1,27 ppm. Além desses, 0s sinais de menor intensidade,
mas que ainda assim contribuem para essa separacdo das amostras sdo: 8,07
ppm; 7,33 a 7,50 ppm; 7,30 ppm; 7,55 ppm; 5,36 ppm; 5,09 a 5,13 ppm; 4,70
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ppm; 4,14 ppm; 4,13 ppm; 1,94 a 2,16 ppm; 1,68 a 1,74 ppm; 1,51 a 1,67 ppm;
1,37 ppm;1,31 ppm; 1,27 ppm; 1,24 ppm; 1,18 ppm; 1,16 ppm; 1,13 ppm; 1,05
ppm; 0,83 ppm; 0,77 ppm, 0,72 ppm; 0,70 ppm.

Assim, os sinais do linalol acima de 5,00 ppm sé&o observados tanto em
escores positivos quanto negativos no grafico de pesos de PC1. Os sinais entre
1,00 e 2,00 ppm, que € uma regido referente a metilas, metilenos e metinas e
de grande sobreposicdo de sinais, também influenciam em escores negativos e
positivos no grafico de pesos de PC1.

Além das informacfes extraidas do grafico de pesos da primeira
componente principal, os sinais que mais influenciam nos agrupamentos
observados na PC2 puderam ser analisados através do grafico de pesos da
PC2 (Figura 33).
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Figura 33. Gréfico de pesos da PC2 dos espectros de RMN de H somente das amostras
auténticas e do Peu com pré-processamento mean center. Destaque em vermelho da regido
em que estéo as variaveis mais influentes que diferenciam as amostras em PC2.
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Na Figura 33 pode-se destacar que 0s sinais mais intensos e que mais
contribuem nos escores positivos sédo: 2,16 ppm; 2,45 ppm (banda larga); 2,02
ppm; 1,67 ppm; 1,50 a 1,59 ppm; 1,31 ppm; 1,27 ppm; 1,22 ppm; 1,14 ppm. Os
demais sinais que também contribuem para os escores positivos de PC2, mas
com menor intensidade, séo: 8,00 ppm; 7,30 ppm; 5,59 a 5,70 ppm; 4,93 a 5,01
ppm; 3,86 ppm; 3,80 ppm,; 3,41 ppm; 2,14 a 2,3 ppm,; 1,68 a 1,91 ppm; 1,62
ppm; 0,85 a 1,05 ppm; 0,72 ppm; 0,69 ppm. Em escores negativos, 0s sinais
gue mais influenciam nas amostras do Peru sao: 1,96 a 2,07 ppm; 1,68 ppm;
1,60 ppm; 1,51 a 1,58 ppm; 1,27 ppm; 1,24 ppm; 1,05 ppm. Os sinais de menor
intensidade, mas que também contribuem séo: 8,07 ppm; 7,29 ppm; 5,36 ppm;

4,70 ppm; 4,13 ppm; 1,18 ppm; 0,80 ppm; 0,79 ppm; 0,77 ppm; 0,70 ppm.

Observa-se que alguns sinais apresentam valores de deslocamento
quimico iguais ou muito prOXimos para escores positivos e negativos, isso se
deve ao fato de que esses sinais estdo em regides de muita sobreposi¢cao, mas

sao referentes a hidrogénios diferentes. Os sinais do linalol acima de 5,00 ppm
também influenciam tanto em escores positivos quanto negativos de PC2.

Da mesma forma que foram analisadas as PC’s 1 e 2, também foram
analisadas as PC3 e PC4, que somadas explicam 14,48% da variancia entre as
amostras. Na Figura 34, o grafico de PC3xPC4 revela algumas informacgdes
diferentes de PC1 e PC2. Em PC3, a maior diferenca observada € que em
escores negativos estdo as amostras do Peru agrupadas as amostras que em
PC1 e PC2 estavam sendo diferenciadas (triangulos azuis escuros). Em
escores positivos estd um grupo de amostras da marca Al (triangulo invertido
azul claro), que anteriormente estavam agrupadas com as amostras do Peru

em PC1l e PC2. Portanto, essa componente principal (PC3) leva em conta
varidveis que distinguem essas amostras antes ndo distinguidas.
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Figura 34. Escores de PC3 no eixo X (9,35% de variancia explicada) e PC4 no eixo Y (5,13%
de variancia explicada). A1-11 sdo amostras do Brasil e AP sdo amostras do Peru.

Ja a PC4 pode revelar varidveis que expliguem semelhancas na
composicdo de algumas amostras de marcas distintas. Mas o0s principais
agrupamentos diferenciados sao os de triangulo invertido em azul claro que
estdo em escores positivos de PC4 e o agrupamento representado pelos

circulos amarelos em escores negativos de PC4. Os demais agrupamentos
estdo mais dispersos nos escores positivos e negativos.

No grafico de pesos da PC3 (Figura 35), os valores de escores
negativos séo os que mais influenciam nas amostras do Peru. Os sinais mais
intensos que contribuem para esse resultado séao: 1,67 ppm; 1,51 a 1,60 ppm;
1,31 ppm; 1,27 ppm e 0s sinais menos intensos que contribuem séo: 7,29 ppm;
4,72 ppm; 4,69 ppm; 1,91 a 1,97 ppm; 1,00 ppm; 0,85 ppm; 0,84 ppm; 0,82
ppm; 0,80 ppm; 0,78 ppm; 0,72 ppm.
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Figura 35. Gréfico de pesos da PC3 dos espectros de RMN de 'H somente das amostras
auténticas e do Peu com pré-processamento mean center. As regifes destacadas em vermelho
indicam o sinal do benzoato de benzila em 8,07 ppm (A). Ampliagdo da regido destacada (B).

Ja os sinais com valores de escores positivos sdo os que diferenciam as
demais amostras em relacdo as amostras do Peru, ou seja, séo sinais que séo
menos predominantes nessas amostras. Esses sinais sdo: 1,67 ppm; 1,51 a
1,60 ppm; 1,31 ppm; 1,30 ppm; 1,28 ppm; 1,27 ppm; 1,24 ppm; 1,22 ppm; 1,18
ppm; 1,16 ppm; 1,14 ppm; 1,05 ppm. Sinais de menor influéncia nas amostras
do Peru séo: 8,07 ppm; 7,55 ppm; 7,33 a 7,45 ppm; 7,30 ppm; 5,36 a 5,41 ppm;
5,2 ppm; 5,18 ppm; 5,11 ppm; 4,98 a 5,02 ppm; 4,13 ppm; 3,86 ppm,; 3,80 ppm,;
2,22 a 2,61 ppm (banda larga); 1,98 a 2,18 ppm; 1,68 a 1,90 ppm; 1,64 ppm;
1,50 ppm; 1,49 ppm; 1,33 a 1,42 ppm; 0,70 ppm. Novamente, assim como
observado no grafico de pesos de PC1 e PC2, esses resultados mostram que
os sinais de linalol em 5,90 ppm, sdo importantes para discriminar as amostras

tanto em escores positivos quanto negativos.

A PC4 tem seu grafico de pesos apresentado na Figura 36 e possui 0s

seguintes sinais que mais influenciam em escores positivos: 5,90 ppm; 5,20
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ppm; ppm; 5,11 ppm; 5,05 ppm; 1,89 a 2,29 ppm; 1,47 a 1,77 ppm, além
desses mais intensos, outros que tem contribuicdo nos escores positivos, sao:
8,07 ppm; 7,55 ppm; 7,44 ppm, 7,43 ppm; 7,38 ppm; 7,33 ppm; 7,30 ppm; 5,36
ppm; 4,70 ppm; 4,13 ppm; 1,24 ppm; 1,23 ppm,; 1,18 ppm; 1,16 ppm,; 1,05
ppm; 0,78 ppm; 0,70 ppm. J& 0s sinais mais intensos em escores negativos
sao: 5,22 ppm; 5,19 ppm; 1,31 ppm; 1,3 ppm; 1,27 ppm; 1,22 ppm; 1,14 ppm e
sinais menos intensos em 8,00 ppm; 7,31 ppm; 5,59 a 5,70 ppm; 5,09 a 4,94
ppm; 3,87 ppm; 3,80 ppm; 2,45 ppm; 0,85 ppm; 0,84 ppm; 0,82 ppm; 0,78 ppm.
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Figura 36. Grafico de pesos da PC4 dos espectros de RMN de 1H somente das amostras
auténticas e do Peu com pré-processamento mean center. Destaque em vermelho referente a
regido do sinal do benzoato de benzila em 8,07 ppm e em verde regido dos sinais de linalol (A).
Ampliacédo da regido destacada em vermelho (B).

Ao unir as informagcdes dos graficos de pesos das 4 componentes
principais, nota-se que a regido em que ocorre a maior diferenca entre as
amostras auténticas e as amostras do Peru, de modo geral, € a regido entre
2,5 ppm e 1,0 ppm, principalmente nos graficos de pesos de PC1, PC2 e PC3.
Provavelmente, esses sinais referem-se a compostos minoritarios. Porém, por

serem sinais em uma regido de grande sobreposicdo se torna dificil a
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caracterizacdo dos possiveis componentes. Mesmo sendo algum componente
minoritario, o fato desses sinais diferenciarem as amostras demonstra a
variabilidade da composicdo do OE de pau-rosa mesmo entre amostras de

uma mesma especie.

Outro ponto que chama a atencao € que, no grafico de pesos de PC4, os
valores de escores positivos de maior influéncia nos resultados séo os sinais
atribuidos ao linalol em 5,90 ppm; 5,20 ppm; 5,05 ppm; 2,01 ppm; 1,68 ppm;
1,60 ppm, conforme apresentados na Tabela 4. Além do linalol, em escores
positivos de PC4 também estdo presentes os sinais do benzoato de benzila
(8,07 ppm; 7,55 ppm; 7,44 ppm; 7,43 ppm; 7,38 ppm; 7,34 ppm; 5,36 ppm),
como citados na Tabela 12. Portanto, entre as variaveis que estdo separando
as amostras em PC4, estao o linalol e o benzoato de benzila.

Além disso, os escores positivos de PC3 também tem a influéncia dos
sinais do benzoato de benzila. Como 4 amostras do Peru estdo em escores
negativos, pode-se concluir que essa substancia diferencia a maioria das
amostras do Brasil e do Peru. Da mesma forma, alguns sinais do benzoato de
benzila em PC1 e PC2 também influenciam em escores positivos, ou seja, Sdo
sinais que contribuem menos nas amostras do Peru, ou seja, esse composto

deve estar presente em menor quantidade nessas amostras.
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6. CONCLUSAO

Nesse trabalho, o potencial da técnica de RMN associada a
Quimiometria foi avaliado, em especial por meio dos métodos de HCA, PCA e
PLS-DA, para a discriminacdo de amostras auténticas e nédo auténticas de OE
de pau-rosa. Os resultados mostraram que os sinais de linalol, composto
majoritario dos 6leos extraidos da espécie Aniba rosiodora, € um dos fatores
que mais influéncia a classificacdo do OE de pau-rosa auténtico. Por meio da
técnica de RMNq de 1H foi possivel quantificar o teor de linalol nas amostras e
concluir que as amostras auténticas apresentam alto teor de linalol (60-78%).
A partir do modelo univariado foi possivel entdo concluir um dos fatores que
pode classificar as amostras de OE de pau-rosa como auténticas é a amostra
apresentar teores de linalol acima de 54,6%.

Porém, utilizar exclusivamente o teor de linalol ndo foi suficiente para
classificar corretamente todas as amostras entre auténticas e nao auténticas.
Amostras das marcas U3, U10, U22 e U23, que apresentaram alto teor de
linalol, sdo corretamente classificadas como néo-auténticas apenas ao se
identificar adulteragcbes ou algum composto incomum a composicao do 6leo
essencial (ex.: alcool benzilico ou etilico). Entdo, para diminuir o erro na
classificacdo das amostras, buscou-se combinar o alto teor de linalol com a
presenca de algum componente minoritario do OE de pau-rosa. O método que
se mostrou mais eficiente nessa classificacao foi propor que a razdo de areas
do linalol e do composto minoritario benzoato de benzila (Alinalol/Abenzoato de benzila)
deve ser igual ou maior que 49 e que a razao Aregizo entre 4,90 e 2,90 ppm /Alinalol (5,90
ppm) seja de até 1,0, dessa forma foi possivel classificar as amostras entre
auténticas e ndo auténticas. Sendo que apenas uma amostra ndo auténtica
(LPF-19, marca U10) foi classificada como auténtica em todos 0os métodos de
classificacao proposto.

O método de quantificacdo de linalol em amostras de OE de pau-rosa
por RMN se mostrou promissor. O método de RMNqg de 'H é um método
simples, que exige um preparo simplificado das amostras e ndo exige um

padrdo de referéncia da propria substancia. Esse fato € importante

principalmente no caso de padrdes de amostras naturais que sao mais dificeis
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de aquisicdo e com alto valor econémico. Contudo, foi encontrado um erro
sistematico ao realizar a validacdo das analises pelo método CG-EM. Apesar
do desvio ter sido determinado e corrigido com fator de corregcéo, pelo nosso
conhecimento, essa é a primeira vez que a ocorréncia desse tipo de desvio
sistematico foi observada, o que merece atencao para uma investigacdo mais
detalhada para encontrar a fonte do desvio e se isso se tratou de um artefato
ou fenbmeno que pode se repetir em outros tipos de amostras. As figuras de
mérito permitiram concluir que o método de RMN apresenta boa exatiddo e
uma precisdo melhor quando comparada as analises de CG-EM. Além disso, 0
valor de incerteza estimado em 2,3% atende aos requisitos de controle de
qualidade geralmente empregados nesse setor, assim como a relagcao
Sinal/Ruido se mostrou adequada para a deteccdo e quantificagdo do linalol
em todas as amostras analisadas. Por fim, destaca-se novamente que a
técnica de RMN nao requer a preparacdo de padrfes para a calibragdo do

equipamento por meio de uma curva analitica.

Além dos métodos de classificacdo de amostras auténticas e nao
auténticas, através dessa pesquisa, também foi possivel avaliar algumas
diferencas entre as amostras auténticas do Brasil em relagdo as do Peru
através da analise exploratoria utilizando PCA. Essa analise sugere a maior
influéncia da concentracao de benzoato de benzila na separacao das amostras
do Peru, além de diferencas na regido de 2,50 e 1,00 ppm, que devem ser

devido a outros compostos minoritarios.
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ANEXO A

20/03/2023 08:49

N

INMETRO

Identificagdo do item

Material de Referéncia Certificado (MRC) de Dimetilsulfona

Unidade produtora

Divisdo de Metrologia Quimica (Dquim)

Numeragio do lote
MRC 8783.0001

Codigo do servigo
8783

SEllnmetro - 1457160 - Certificado de Mater

| de Referéncla (Portugués)

Servigo Pablico Federal
Ministério do Desenvolvimento, Industria, Comércio e Servicos
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro)

Certificado de Material
de Referéncia

Data de emissdo: A data de emissdo deste certificado é correspondente a data da ultima assinatura eletrénica presente ao final do certificado.

Declaragdo

DIMCI 1506/2019¢

Numere do Certificado

O MRC e seu certificado atendem aos requisitos das normas ABNT NBR ISO 17034 [1] e ABNT NBR ISO/IEC 17025 [2] e ao guia ABNT ISO GUIA 31 [3]. Este certificado € valido apenas para o item acima, ndo sendo extensivo a quaisquer

outros e somente pode ser reproduzido de forma integral.

Este certificado é consistente com as Capacidades de Medigdo e Calibragao (CMCs) que estdo incluidas no apéndice C do Acordo de Reconhecimento Mutuo (MRA) estabelecido pelo Comité Internacional de Pesos e Medidas (CIPM).
Conforme os termos do MRA, todos os institutos participantes reconhecem entre si a validade dos seus certificados de medicao para cada uma das grandezas, faixas e incertezas de medigdo declaradas no Apéndice C (para mais

detalhes ver http://www.bipm.org).

hitps:fisei.inmetro.gov.briseilcantrolador. php?acao=documento_imprimir_web

1419201

0751af13eb4987d2c

1594103&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110000089&infra_hash=08b96c18d6b-

15

Figura 1. Certificado de Andlise de Material de Referéncia. Pureza do padrédo de DMSOz2

utilizado na quantificagdo pelo método de PULCON pela técnica de RMN.
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29/03/2023 08:49

nmetro - 1457160 - Certificado de Material de Referéncia (Portugués)

Descrigéio e preparagdo do MRC

Este MRC consiste de dimetilsulfona (Tabela 1) em p6 fino de pureza elevada. O material utilizado para certificagao foi obtido de produtor comercial, padronizado em peneiras, homogeneizado e envasado em frasco de vidro ambar, com
tampa de borracha e lacre de aluminio, contendo aproximadamente 4 g.

Tabela 1: Dados da dimetilsulfona

Férmula molecular CHg0,5 Férmula estrutural
Massa molar (+ incerteza combinada) (94,1354 + 0,0051) g/mol [4] O < \O

N m 4
Chemical abstracts service (CAS) 67-71-0 \ /

Uso pretendido

Este MRC destina-se ao uso como padrdo interno para andlises de RMNq e para outros ensaios que demandem material com valor certificado de pureza.

Valor certificado

O valor certificado € o que apresenta a mais elevada confianga na sua exatiddo e para o qual todas as fontes de erro conhecidas ou potenciais foram pesquisadas e consideradas.

QO valor certificado com sua incerteza expandida (U) para um nivel de confianca de aproximadamente 95 % e fator de abrangéncia k=2 esta discr ado a seguir:

Fragdo em massa de dimetilsulfona: (1000 £ 2) mg/g

O valor certificado corresponde a pureza de (100,0 £ 0,2) %, em termos de massa. Este valor foi atribuido por balango de massas e conferido por RMNq e depressdo do ponto de fusdo. Para determinar a incerteza expandida foi avaliada
a contribuicdo da incerteza-padrdo dos estudos de homogeneidade, estabilidade de curta e longa duragdo e caracterizagdo [5].

Valor informativo

Valor informativo é um valor ndo certificado que ndo atende aos requisitos da ABNT NBR 1SO 17034 para a certifica¢do e pode ou ndo ser fornecido com incerteza associada. Esta incerteza pode refletir apenas a precisdo das medigGes e
ndo incluir todas as fontes de incerteza ou refletir uma falta de concordancia estatistica suficiente entre diferentes métodos.

Os valores informativos para as fragBes em massa de célcio e aluminio neste MRC sdo 0,0015 e 0,0013 mg/g, respectivamente.

Rastreabilidade metrolégica

O valor certificado para pureza possui rastreabilidade metrolégica ao mol, unidade de quantidade de substancia do Sistema Internacional de Unidades (Sl), por meio da caracterizagdo por balango de massas e confirmagdo por RMNg e
depressdo do ponto de fusdo, que sdo procedimentos de medigdo primarios. O preparo gravimétrico das amostras com rastreabilidade metroldgica ao kg, unidade de massa do Sl, garantiu uma cadeia

Aidentidade do material foi comprovada pelas andlises seguintes:

inmetro.go 1594103&infra_sistema=100000100&infra_unidade_atual=110000089&infra_hash=06b96c18d6b deOfeal4192h 0751af13eb4987d2¢c 2i5

4o de DMSO2

de RMN.

. Pureza do padr

éncia

Figura 2. Certificado de Andlise de Material de Refer

écnica

utilizado na quantificagdo pelo método de PULCON pela t
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SIGMA-ALDRICH

ANEXO B

3050 Spruce Street, saint Lours, MO 63103 USA
Email USA: techserv@sial.com Qutside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: LINALOOL
analytical standard
Product Number: 51782
Batch Number: BCBN5403V
Brand: Fluka
CAS Number: 78-70-6
Formula: (CH
Formula Weight: i%ﬂCEEHCHZCHZC(CH 3)(OH)CH=CH2
Stm:age‘ Temperature: 2.8 C
Explr.atlon Date: AUG 2017
Quality Release Date:
12 SEP 2014
TEST
SPECIFICATION RESULT
APPEARANCE (COLOR) COLORLESS COLORLESS
APPEARANCE (FORM) LIQUID LIQUID
PURITY (GC AREA %) 299.0% 99.4%
PROTON NMR SPECTRUM CONFORMS TO STRUCTURE CONFORMS

hull e Seifloy—

Dr. Claudia Geitner
Manager Quality Control
Buchs, Switzerland
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Figura 1. Certificado de Andlise de Material de Referéncia. Pureza do padréo do linalol
utilizado na calibracdo do método de CG-EM.
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ANEXOC
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Figura 1. Espectro de RMN de H (600 MHz, CDCIls) da amostra LPF-11-3.
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Figura 2. Espectro de RMN de 13C (150 MHz, CDCls) da amostra LPF-11-3.
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Figura 3. Espectro de 1H-13C HSQC da amostra LPF-11-3. Em preto sinais positivos e
vermelho sinais negativos.
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Figura 4. Espectro de 'H- 13C HMBC da amostra LPF-11-3. Em preto sinais positivos e

vermelho sinais negativo
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Figura 5. Espectro de 1H-1H COSY da amostra LPF-11-3.
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ANEXO D

Tabela 1. Teor de linalol por amostra.

Marca | Amostra (LPF) | Teor de Linalol (%)
Al 1 72,6
Al 2 75,1
Al 3 69,6
Al 4 76,8
Al 5 72,7
Al 6 69,4
Al 7 74,6
Al 8 69,2
Al 9 64,2
Al 10-1 60,8
Al 10-2 63,9
Al 11-1 65,6
Al 11-2 62,4
Al 11-3 61,7
Al 11-4 63,5
Al 11-5 64,1
Al 11-6 60,5
Al 11-7 70,1
Al 11-8 70,9
Al 11-9 70,9
Al 11-10 72,1
A2 12-1 77,1
A2 12-2 73,8
A2 12-3 72,9
A2 12-4 70,7
A2 12-5 73,3
A2 12-6 71,4
A2 12-7 72,8
A2 12-8 67,9
A2 13-1 77,0
A2 13-2 72,6
A2 13-3 77,7
A2 13-4 75,4
A2 13-5 74,2
A2 13-6 73,9
A2 13-7 78,3
A2 13-8 76,3
A3 15 72,2
A4 16 74,4
A5 50 62,5
A6 54 66,9
A6 55 67,6
A7 57 70,7
A9 62-2 72,1
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Al0 63 71,4
All 65 68,5
Ul 56 6,1
U2 49 11
U3 21 58,9
u4 58-2 5,4
us 62-1 5,5
U6 25 16,0
U6 26 16,4
U6 27 15,5
U6 28 16,9
U6 44 10,2
U6 45 10,6
U8 33-1 4,9
U8 33-2 4,7
us 34-1 51
us 34-2 4,8
us 43 0,2
U9 23-1 17,8
U9 23-2 17,8
U9 24-1 18,1
U9 24-2 17,8
ulo0 17 81,4
Ulo0 18 0,4
ulo0 19 59,0
Ul10 20 0,3
ulo0 22 0,8
Ull 46 0,9
Ull 47 8,4
ulz 14 22,6
Ul3 51 1,0
Ul3 52 29,7
uli4g 59 2,1
uls 53 5,4
ulv 60 2,4
ulv 61 2,4
uls 64-1 16,3
uls 64-2 17,8
uls 48 2,8
u20 39-1 0,7
U20 39-2 0,8
U20 39-3 0,8
Uzl 40-1 4,4
uz21 40-2 4,6
Uzl 40-3 4,1
U2l 40-4 4,1
u21 40-5 4,5
U2l 40-6 4,4
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u22 41-1 72,7
u22 41-2 76,1
u22 41-3 68,2
u22 41-4 71,2
u22 41-5 71,4
u22 41-6 71,5
u22 41-7 72,8
u22 41-8 75,2
u22 41-9 72,6
u22 41-10 78,1
U223 42-1 40,4
u23 42-2 39,0
U223 42-3 34,5
U223 42-4 40,9
u23 42-5 38,7
u23 42-6 39,5
u23 42-7 37,9
u23 42-8 63,7
u24 58-1 88,0
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ANEXO E
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Figura 1. Estrutura do alcool benzilico.

Figura 2. Espectro de RMN de !H (600 MHz, CDCls) da amostra LPF-42.1 da marca U23.

Sinalizados os sinais do alcool benzilico.
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Figura 3. Espectro de RMN de 13C (150 MHz, CDCIs) da amostra LPF-42.1 da marca U23.

Sinalizados os sinais do alcool benzilico.
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Tabela 1. Atribuicdo dos sinais de RMN de 13C e H do alcool benzilico e comparagdo com os
dados da literatura (Shi, et al., 2012; Jesus, et al., 2013; SDBS).

513C 5 1H (ppm) 5 13C 5H
(ppm) (ppm) lit. | (ppm) lit.

1] 141 - 140,9 -

2 | 1284 7,30 128,4 7,30

3| 1274 7,30 127,4 7,30

4| 1269 7,30 126,9 7,30

5 64,9 4,57 64,7 4,60
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ANEXO F
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Figura 1. Estrutura do alcool etilico, com nome IUPAC etanol.
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Figura 2. Espectro de RMN de H (600 MHz, CDCIs) da amostra LPF-21 da marca U3.

Sinalizados os sinais do alcool etilico.
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Figura 3. Espectro de RMN de 13C (150 MHz, CDCIs) da amostra LPF-21 da marca U3.

Sinalizados os sinais do alcool etilico.
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Tabela 1. Atribuicdo dos sinais de RMN de 13C e 1H do etanol e comparacdo com os dados da

literatura (Zuriarrain, et al., 2015; Lian and Gay, 1986).

013C 0 1H (ppm) o3C 0H

(ppm) (ppm) lit. | (ppm) lit.
1| 57,9 3,67 57,3 3,66
2| 181 1,21 17,9 1,19
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DECLARACAO DE ORIGINALIDADE DE DISSERTACAO DE MESTRADO

Declaro que a presente dissertacdo/tese é original, elaborada especialmente
para este fim, ndo tendo sido apresentada para obtencéo de qualquer titulo e
que identifico e cito devidamente todas as autoras e todos os autores que
contribuiram para o trabalho, bem como as contribui¢cdes oriundas de outras
publicacbes de minha autoria.

Declaro estar ciente de que a copia ou o plagio podem gerar responsabilidade
civil, criminal e disciplinar, consistindo em grave violacéo a ética académica.

Brasilia, 05 de setembro de 2023.
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Associada a Quimiometria.

Nivel: (X) Mestrado () Doutorado

Orientador/a: Dr2. Aline Lima de Oliveira Paterno
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