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RESUMO

A Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, conhecida popularmente como espinheira-
santa, faz parte da familia Celastraceae. Esta planta é utilizada para fins medicinais,
devido aos metabolitos secundarios como a presenca de terpenos, taninos, acidos
fendlicos e flavonoides. Existem espécies semelhantes a espinheira-santa e sao
utilizadas como adulterantes, como é o caso da Citronella gongonha. Devido ao
interesse farmacologico, o presente estudo visou caracterizar a espécie vegetal
Maytenus ilicifolia por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
e espectroscopia fotoacustica, utilizou-se na pesquisa uma amostra adulterante de
Citronella gongonha para fins comparativos. Apos a aquisicdo das amostras, sendo
seis comercias e sete coletadas incluindo a adulterante em locais diferentes na regiédo
dos Campos Gerais, as folhas foram desidratadas e transformadas em po6 para serem
analisadas. Com as amostras em p0, foi realizada a analise fisico-quimica por meio
de determinacdo de cinzas totais e determinacdo de umidade das amostras de
espinheira-santa verdadeira. Realizou-se a determinacdo de taninos totais. A
avaliacdo espectroscopica foi feita por infravermelho com transformada de Fourier,
efetuadas dez medidas em cada amostra com intervalo de sete dias entre elas. A partir
dos espectros, foram determinados os componentes principais. Realizou-se nas
amostras a avaliacdo por espectroscopia fotoacustica. A analise dos componentes
principais permitiu a discriminagdo entre as amostras coletadas e comerciais em
funcdo de diferentes quantidades de compostos quimicos. O emprego da
espectroscopia fotoacustica resultou em bandas de absorcdo centradas em 280, 350,
440 e 560 nm para as amostras coletadas estas bandas apresentaram maior
resolucado espectral, para as comercias ocorre um alargamento destas bandas,
demonstrando diferenciacdo entre os dois conjuntos. Por fim, todas as metodologias
utilizadas conseguiram identificar caracteristicas das amostras, podendo ser realizada
a diferenciacdo, além de mostrar ferramentas alternativas precisa, ndo sendo
necessario um preparo minucioso e de relacdo custo-beneficio apropriada no controle
de qualidade da Maytenus ilicifolia.

Palavras-chave: Espinheira-santa. Citronella gongonha. Adulterante. Campos Gerais,
Taninos totais.



ABSTRACT

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek, popularly known as "espinheira-santa" or
holythorn, is part of the Celastraceae family. This plant is used for medicinal purposes
due to its secondary metabolites, including terpenes, tannins, phenolic acids and
flavonoids. Species similar to the holythorn are used as adulterants, as is the case of
Citronella gongonha. Due to the pharmacological interest, the objective of this study
was to characterize the plant species Maytenus ilicifolia through Fourier transform
infrared spectroscopy and photoacoustic spectroscopy. An adulterant sample of
Citronella gongonha was used for comparative purposes. Six of the samples were
acquired commercially and seven were collected in different places of the Campos
Gerais region, including the adulterant, after which the leaves were dehydrated and
transformed into powder to be analyzed. The physical-chemical analysis was
performed on the powder samples by determining total ashes and the humidity of the
true holythorn samples. Total tannins were also determined. The spectroscopic
evaluation was done through Fourier transform infrared. Ten measurements were
taken in each sample with seven-day intervals between them. The spectra were used
to determine the main components. The samples were also evaluated by
photoacoustic spectroscopy. The analysis of the main components allowed for the
discriminati holythorn on between the collected and commercial samples according to
different quantities of the chemical compounds. The use of the photoacoustic
spectroscopy resulted in absorption bands centered at 280, 350, 440 and 560 nm for
the collected samples. These bands presented higher spectral resolution. In the
commercial samples, a widening of these bands occurs, revealing a differentiation
between the two sets. In the end, all the methodologies used were able to identify
characteristics of the samples, enabling their differentiation and revealing themselves
to be precise alternative tools, with a thorough preparation and appropriate cost-benefit
analysis not being necessary in the quality control of Maytenus ilicifolia.

Keywords: Holythorn. Citronella gongonha. Adulterant. Campos Gerais. Total tannins.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos o setor de fitoterapicos e plantas medicinais teve um
crescimento mundial significativo. No Brasil, 0 marco para os fitoterapicos foi a Portaria
n° 6, de 1995, a qual citava a necessidade de estudos que comprovassem sua
toxicologia e eficiéncia. O Decreto n° 5.813, 22 de junho de 2006 se refere a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que possui como objetivo geral a
garantia para populacdo ao acesso as plantas medicinais e fitoterapicos com
seguranca, eficacia e qualidade e, considera o conhecimento tradicional sobre as
plantas 2 3,

Na busca por substancias de origem vegetal que possuam efeito
farmacoldgico, bem como tecnologias que auxiliem na identificacdo e diferenciacéo
correta das mais diversas plantas medicinais, o investimento na pesquisa e
desenvolvimento de novas tecnologias tém se tornado primordial.

Neste sentido, destaca-se a espécie vegetal Maytenus ilicifolia conhecida com
0S nomes populares: espinheira-santa, cancerosa, espinheira divina etc., a qual faz
parte da familia Celastracea, uma das principais espécies de plantas medicinais
brasileiras 4. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), no registro
simplificado de fitoterapicos a menciona no Anexo | da RE 89 de 2004, substituida
pela IN 5 de 2008 como planta medicinal para elaboracdo de medicamentos °.

A espinheira-santa é utilizada para fins de problemas relacionados aos
sistemas: digestivo, urinario e endocrino dando énfase para o sistema digestivo e
problemas gastricos 6. Suas folhas apresentam taninos e flavonoides ”.

A auséncia de qualidade, a adulteracdo e a utilizag&o incorreta interferem na
eficacia e até mesmo na seguranca do seu uso terapéutico. Por exemplo, algumas
espécies morfologicamente parecidas com a espécie vegetal Maytenus ilicifolia e sem
propriedades farmacolégicas sao: Sorocea bonplandii da familia Moraceae, a Zollernia
ilicifolia da familia Fabaceae e Citronella gongonha da familia Cardiopteridaceae.
Portanto, essas espécies podem ser utilizadas como adulterante nos medicamentos
a base da espinheira-santa & ° 10,

Dentre as técnicas empregadas para caracterizacdo de espécies vegetais,
existe a Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR do inglés
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) para identificacdo de compostos quimicos

11 considerada um método rapido, de baixo custo se torna uma opc¢édo para andlise
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de matéria-prima vegetal 2, como estudos que comprovam a finalidade de
diferenciacdo de espécie, discriminacdo precisa da origem da amostra vegetal 13,
servindo também para controle de qualidade '# e a diferenciacdo no quesito de
adulteracédo de amostras *°. A Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier pode ser usada com a analise multivariada por componentes principais, por
ser uma analise mais rapida e econémica e garantir autenticidade e seguranca, devido
as andlises quimicas serem mais trabalhosas e demoradas 1% 7.

A Espectroscopia Fotoacustica (PAS do inglés Photoacoustic Spectroscopy)
€ um método ndo destrutivo e adequado para amostras com alta disperséo e absorcao
de luz, como exemplo as folhas de uma espécie vegetal ¥ e importante por ser
“possivel identificar diferentes polifendis em misturas em pé, independendo do uso de
solventes 1°,

Desta forma, a partir dos métodos de caracterizacdo mencionados e utilizando
a andlise multivariada por componentes principais, o proposito deste trabalho foi
realizar a caracterizacao fitoquimica dos compostos organicos da espécie vegetal
Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss comparando com a amostra adulterante Citronella

gongonha.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a espécie vegetal Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier e espectroscopia

fotoacustica comparando com a amostra adulterante Citronella gongonha.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter amostras comerciais (folhas desidratadas) da espécie vegetal Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reissek provenientes de seis fornecedores idéneos e seis
amostras coletadas a partir de diferentes localidades no estado do Parana;

e Comparar com a amostra de espécie vegetal adulterante Citronella congonha;

e Transformar as folhas desidratadas em p6 por meio do aparelho moinho de
facas;

e Realizar andlise fisico-quimica das amostras por determinacédo de umidade por
dessecacao e determinacdo de cinzas totais;

¢ Realizar determinacédo de taninos totais;

e Avaliar as amostras obtidas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier;

e Avaliar as amostras obtidas por espectroscopia fotoacustica;

e Aplicar analise multivariada por componentes principais associados a dados
espectroscopicos para analise das amostras de Maytenus ilicifolia Mart. ex

Reissek.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ASPECTOS GERAIS

3.1.1 Familia Celastraceae

A familia Celastraceae compreende a 98 géneros e 1221 espécies 20
distribuidas em regides tropicais e subtropicais do mundo e poucas em regido
temperada ?!. Possui espécies que apresentam potencial medicinal utilizado pela
populacéo 2.

A familia apresenta &rvores, arbustos eretos ou escandentados, cipos,
sempre-verdes ou caducifélias; hastes produzindo radiculas ou as vezes espinhosas

e raramente troncos reforcados 23.

3.1.2 Género Maytenus

Os géneros mais estudados da familia Celastraceae sdo: Maytenus e
Austroplenckia 22. O nome do género se origina de Maytén, nome de uma planta que
é utilizada pelos Mapuches, no Chile ?*. Compreende aproximadamente 80 espécies
distribuidas no Brasil 2° sendo que uma das plantas utilizadas do género Maytenus,
no Brasil, € conhecida como “espinheira-santa”, cujo nome cientifico € Maytenus

ilicifolia Mart. ex Reiss 22,
3.1.3 Espécie Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek
A classificagdo taxondémica da Maytenus ilicifolia é: Divisdo: Angiospermae,

Classe: Dicotyledoneae, Subclasse: Archichlamydeae, Ordem: Celastrales, familia

Celastracea, género Maytenus, espécie: Maytenus ilicifolia 6.
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Dentro da familia Celastraceae, existe a espécie Maytenus ilicifolia Mart. ex
Reissek conhecida como espinheira-santa, nome devido ao formato de suas folhas e
suas propriedades medicinais, a planta também pode receber os seguintes nomes:
cancorosa no Parana e como espinheira-divina, erva cancorosa, erva-santa no Rio
Grande do Sul ?’. A Figura 1, apresenta as folhas da espécie vegetal Maytenus ilicifolia
Mart ex Reissek.

Figura 1 — Folhas da espécie vegetal Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek conhecida como espinheira-
santa devido a esse formato de suas folhas e suas propriedades medicinais

Fonte: O autor

Utilizada na medicina tradicional desde meados da década de 1920, possui
um alto poder medicinal ?8. Ela é encontrada predominantemente na regido sul do
Brasil, interior de matas nativas e em ciliares, tem preferéncia por solos argilosos, bem
drenados e alto teor de matéria organcia, clima temperado e subtropical, marcador
taxondbmico da espécie € a caracteristica dos ramos apresentarem estrias
longitudinal?®®. A Farmacopeia Brasileira 3° apresenta os aspectos morfoanatdmicos e
o controle de qualidade da espécie vegetal Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss.

As folhas sdo congestas, coriaceas e glabras com peciolo com 0,2 a 0,5 cm
de comprimento. As estipulas inconspicuas, o limbo com 2,2 a 8,9 cm de comprimento
e 1,1-3,0 cm de largura. As nervuras proeminentes na face abaxial; forma eliptica ou
estreitamente eliptica; base aguda a obtusa; apice agudo a obtuso, mucronado ou
aristado. A margem inteira ou com espinhos em nimero de um a varios, distribuidos
regular ou irregularmente no bordo, na maioria das vezes concentrados na metade
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apical de um ou de ambos semi-limbos. O fruto capsula bivalvar, orbicular; pericarpo
maduro de coloracdo vermelho alaranjada 3!, a Figura 2 e 3 representam

respectivamente, a floragcéo e frutos caracteristicos da espécie.

Figura 2 — Floracao caracteristica da espécie vegetal Maytenus ilicifolia, amostras da regido de Ponta
Grossa — PR

Fonte: O autor

Figura 3 — Frutos caracteristicos da espécie vegetal Maytenus ilicifolia, amostras da regido de Pirai do
Sul - PR

Fonte: O autor

As caracteristicas da espécie vegetal Maytenus ilicifolia para distingdo entre
outras espécies: caule ovalado com trés ou mais saliéncias, cada uma constituida por
um grupo de fibras envolvidas por bainha de células parenquimaticas aclorofiladas,

peciolo em secc¢do transversal dorsiventral com braquiesclereideos na regiéo cortical.



24

O sistema vascular € representado por um feixe colateral e na folha a nervura principal
é proeminente na face abaxial 2.

Existem espécies morfologicamente parecidas com a espécie Maytenus
ilicifolia porém nao possui propriedades farmacoldgicas como, por exemplo, Sorocea
bonplandii da familia Moraceae, a Zollernia ilicifolia da familia Fabaceae e Citronella
gongonha familia Cardiopteridaceae, as espécies podem ser utilizadas como
adulterante nos medicamentos a base da espinheira-santa & ° 19, A Figura 4 apresenta
a diferenca das folhas de uma espécie de Maytenus ilicifolia e Sorocea bonplandii, em

relacdo a distancia entre as nervuras, coloracdo das nervuras e padrao de venacao.

Figura 4 — A figura A refere a uma amostra de espinheira-santa verdadeira (Maytenus ilicifolia) a figura
B uma amostra de espinheira-falsa (Sorocea bonplandii) apresentando caracteristicas para
diferenciacdo de espécie em relacao a distancia das nervuras, sua coloracdo e o padrdo de
venacao

Distancia entre as
=% nervuras laterais 4

Nervura principal

Venacao broquidédroma (arco)

Fonte: 33

A espécie vegetal Citronella gongonha (Mart.) R.A. Howard faz parte da
familia Cardiopteridaceae, conhecida como: congonha-do-sertdo, laranjeira-do-
banhado, erva-de-anta, tem semelhanca com a espécie vegetal Maytenus ilicifolia,

sendo utilizada como adulterante 1034,
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Na Figura 5 observa-se as folhas da espécie vegetal Citronella gongonha.

Figura 5 - Folhas da espécie vegetal Citronella gongonha apresentando caracteristicas similares a
espécie vegetal Maytenus ilicifolia

3.2 ASPECTOS QUIMICOS

3.2.1 Composicao Quimica

Lima e colaboradores investigaram a composicao fitoquimica da Maytenus
spp.%® e encontraram a presenca de: terpenoides, taninos, alcaloides, flavonoides e
outros sendo estes resultados confirmados por estudos posteriores 3’. Ainda séo
relatados metabdlitos secundéarios encontrados na espinheira-santa, tais como: o0s
terpenos (maitenina, tringenona, isotenginona Il, congorosinas A e B, &cido
maitendico), os triterpenos (friedelanol e friedelina), 6leos essenciais (friedenelol),
taninos, principalmente os galicos (epicatequina, epigalocatequina e galato de
epigalocatequina), glicolipideos monogalactosildiacilglicerol, digalactosildiacilglicerol,
trigalactosildiacilglicerol, tetragalactosildiacilglicerol e sulfoquinovosildiacilglicerol e,
por Ultimo, os alcaloides (maiteina, maitanprina e maitensina) 37 3.

Além dos citados acima, Ohsaki e colaboradores em 2004 identificaram mais
quatro triterpenos na espécie vegetal Maytenus ilicifolia, denominados por eles de
maytefolinas A, B e C e uvaol-3-cafeato .

Os compostos com acédo bioativa sdo produzidos por meio da biossintese

dos metabdlitos secundarios, a partir da fotossintese que resulta na formacéo da
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glicose constituindo os principais metabdlitos, como os taninos, flavonoides e
terpenos %°. A Figura 6 demostra essa formacdo dos principais metabdlitos da

espinheira-santa.

Figura 6 —Ciclo simplificado dos metabdlitos secundarios que a partir da fotossintese resulta na
formacao da glicose constituindo os principais metabdlitos que ocorrem também na espécie
vegetal Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek

I GLICOSE I

] ]

Acetil Co A

¥

Via
Mevalonato

4

Isoprenoides

Acido
chiguimico

Flavonoides

Taninos ‘

Condensados

Terpenoides

Fonte:40

3.2.1.1 Polifendéis ou compostos fendlicos

Os polifendis sdo formados a partir de uma estrutura basica de benzeno com
uma ligacdo de hidroxila e constituem um dos grupos amplamente distribuidos de
substéancias fitoquimicas do reino vegetal, principalmente na forma de subprodutos
gerados a partir do metabolismo das plantas. 4% 42 43,

No final do século XX, os estudos epidemiolégicos sugeriram fortemente que
o consumo de dietas ricas em polifendis vegetais oferecia algum tipo de protecéo
contra o desenvolvimento de cancer, doencas cardiovasculares, diabetes,
osteoporose e doengas neurodegenerativas, por isso o interesse cientifico sobre os
compostos polifendicos para a satide humana #4.

Existe uma grande variedade de polifendis vegetais incluindo acidos

cinamicos, flavonoides, proantocianidinas, estilbenos, lignanas e ligninas 4°.
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Em relacdo a Maytenus ilicifolia, na literatura encontra-se a determinacao de
polifendis totais 46, a partir da determinagdo de taninos 4’ flavonoides 48, compostos

polifendlicos, tais como quercetina e kaempferol 4°.

3.2.1.2 Flavonoides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que demonstram uma ampla gama
de substancias bioquimicas e efeitos farmacoldgicos 0. Na Figura 7 é possivel
observar como é a estrutura basica dos flavonoides.

Na espécie vegetal Maytenus ilicifolia foram identificados: os flavonadis, acidos
fendlicos e as catequinas que sdo importantes pela atividade antioxidante e atividade

anticancerigena 5% 5253,

Figura 7 — Estrutura basica de flavonoides formado por compostos triciclicos que possui dois anéis
aromaticos (A e B), o C contém o grupamento pirona, o A possui benzol, o B possui cinamoil

Fonte:>4

3.2.1.3 Taninos

A importancia dos taninos nas plantas esta na sua eficacia como repelentes
aos predadores (animais ou microbianos), a propriedade quimica relevante é a
"adstringéncia” %°. Os taninos sdo classificados conforme sua estrutura quimica:

taninos hidrolisaveis e taninos condensados 6.

Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de &cidos galicos e acidos
elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, onde os grupos
hidroxila do agucar séo esterificados com os Acidos fendlicos. Os taninos
elagicos séo muito mais frequentes que os galicos, e é provavel que o sistema
bifenilico do acido hexaidroxidifenilico seja resultante da ligacdo oxidativa

entre dois acidos galicos %7.
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Os taninos condensados também conhecidos como proantocianidinas sao
formados por polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, produtos do metabolismo
do fenilpropanol 7.

Os diferentes grupos possuem diferentes reatividades . As
proantocianidinas, por exemplo, podem exercer efeitos em organismos devido a sua
capacidade de complexar com proteinas 8.

Em relacéo a propriedade biologica dos taninos eles se referem: complexagéo
com ions metélicos; atividade antioxidante e a habilidade de se complexar com outras

moléculas, incluindo as macromoléculas >°.

3.2.1.4 Terpenos

Um dos componentes que constituem a espécie vegetal Maytenus ilicifolia séo
os terpenos, formados por uma dupla ligacéo carbono-carbono considerado como um
hidrocarboneto insaturado °. O interesse pelos terpenos, além de suas atividades
antimicrobianas e mecanismo de defesa, eles sdo uma das maiores classes de
metabdlitos com valor comercial na industria cosmética e farmacéutica 9% 2,

Os terpenos fazem parte da constituicdo de 6leos essenciais (resultante) do
metabolismo secundario das plantas), possuem propriedades antimicrobianas e séo
utilizados como fontes de compostos antimicrobianos, com a finalidade de ser uma
alternativa para a preservacao de alimentos e também utilizado como adjuvante no

tratamento de doencas infecciosas 62 3,

3.3 ATIVIDADE FARMACOLOGICA

A espécie vegetal Maytenus ilicifolia Mart ex Reiss pela presenca de taninos,
flavonoides, tripertenos possui atividades farmacolégicas, como por exemplo,
atividade citotoxica contra células cancerigenas %4, atividade antiulcerogénica %° acédo
contra gastrite e Ulcera péptica 3.

Para o caso de Ulceras, os efeitos protetores desta planta foram comparados
ao efeito da cimetidina 6. A infuséo preparada com agua e folhas da espinheira-santa
causa aumento no volume do pH do suco gastrico com o efeito comparavel com a
cimetidina 8. Sendo este efeito atribuido aos compostos triterpénicos friedelina e

friedelanol isolados 89, A utilizacdo de extrato seco da planta produzido por “spray-



29

dryer” demonstram uma atividade ativa contra Ulceras, ocorrendo uma desinstalacéo
de 77% da superficie lesionada °.

O efeito antibacteriano contra Helicobacter pylori e o efeito terapéutico contra
lesdo da mucosa gastrica induzida de catequinas presentes na espécie vegetal
Maytenus ilicifolia foram evidenciados por Alves e colaboradores 2.

A acdo antimicrobiana da Maytenus Iilicifolia foi relatada por Lima e
colaboradores o0s quais demostraram eficAcia contra patdbgenos como o
Staphylococcus aureuse Streptococcus sp. da maitenina extraida da planta 6.

Alves e colaboradores "2 demonstraram que os taninos galicos podem inibir o
crescimento de bactérias por modificar a permeabilidade da parede celular. Foi
preparado extratos etandlicos a partir de folhas frescas testaram as bactérias Gram-
positivas Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Streptococcus sp.(Isolado clinico),
meticilina-resistente Staphylococcus aureus meticilina-resistente (Isolado clinico) e
Staphylococcus aureus (ATCC 00039); e oito bactérias Gram-negativas: Escherichia
coli (ATCC 35218), Escherichia coli (ATCC 25922), Shigella flexneri (ATCC
12022323A), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Enterobacter aerogenes (ATCC
13048), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Klebsiella pneumoniae (ATCC 1705) e
Pseudomonas aeruginosa (PA01) 72,

Os extratos secos apresentaram atividade contra todas as bactérias
supracitadas, sendo que a Klebsiella pneumonia foi o primeiro estudo que descreve a
acdo da espinheira-santa sobre este microorganismo ’2. Foi testado a matentenina e
pristimerina para o tratamento de fungos e essas mostraram uma potente atividade
antifungica 3.

O poder antioxidante das plantas se refere a presenca de substancias

“ A

capazes de inibir os radicais livres 7. A definicdo de antioxidante “ é qualquer
substancia que, quando presente em baixa concentragdo comparada a do substrato
oxidavel, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidagcdo do mesmo™®.
Os radicais livres promovem reacdes com substratos bioldgicos, podendo ocasionar
danos as biomoléculas e afetar a satde humana 6.

Em relagéo a espinheira-santa, foi observada uma boa atividade antioxidante
sendo o controle da temperatura para secagem das folhas, um dos fatores

predominantes para sua eficiéncia terapéutica ’.
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3.4 METODOS DE CARACTERIZACAO DE ESPECIE VEGETAIS

Em relacdo a avaliagdo apenas por analise anatdmica ou microquimica
mostrou se propensa a resultados enganosos, porque as amostras pertencentes a
mesma espécie pode desenvolver resultados diferentes nos ensaios microquimicos,
com isso a necessidade de outros métodos de caracterizacdo para controle de

qualidade da espécie vegetal Maytenus ilicifolia "8.

3.4.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

Um método de caracterizacéo, a espectroscopia no infravermelho vem sendo
usada em pesquisas de autenticidade de alimentos, compostos 7°. E simples, rapida
e nao destrutiva, serve como uma ferramenta potencial para detectar uma adulteracao
econdmica ou também para analises de rotina, se forem estabelecidos procedimentos
adequados de calibracéo e validacdo com os protocolos de aquisicdo de dados 2.

O espectro de infravermelho é caracteristico de uma molécula como um todo,
alguns grupos originam as bandas que ocorrem aproximadamente na mesma
frequéncia independente de sua estrutura, a identificacdo de estruturas se da pela
presenca destas bandas caracteristicas 8.

A absorcao na regido do infravermelho é associada a campos de energia de
vibragdo molecular, as vibragbes implicam numa mudanca do momento dipolar
produzindo periodicamente uma mudanca no campo eletromagnético, que ira reagir
com a radiacao eletromagnética da mesma frequéncia absorvida, e a intensidade de
absorcdo sera proporcional ao quadrado da velocidade de mudan¢ca do momento
dipolar &.

A deteccdo das frequéncias especificas de energia absorvidas por uma
molécula em um grupo funcional, uma vez irradiada por radiacdo IR é excitada para
um nivel de energia mais alto, atingindo seu primeiro estado vibracional, a molécula
absorver energia apenas quando a frequéncia da energia infravermelha direcionada
para a molécula ser igual a frequéncia de um dos modos de vibracdo fundamentais
dessa mo, o resultado dessa absorvancia € um espectro infravermelho altamente
especifico 8.

Em relacdo a radiagdo na faixa de 10.000 a 100 cm™! quando é absorvida sera

convertida em energia de vibracdo da molécula, porém o espectro costuma aparecer
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na forma de bandas, isso ocorre porque a cada mudanca de nivel de energia
vibracional corresponde mudancas de niveis de energia rotacional. A frequéncia de
uma absorcdo estd sujeito as massas relativas dos atomos, das constantes de for¢ca
das ligacdes e da geometria dos atomos 81,

Dentre os instrumentos utilizados na espectroscopia infravermelha destaca-
se o0 espectrofotdmetro com transformada de Fourier, a Figura 8 mostra o sistema de
FTIR. A Transformada de Fourier € um processo matematico pelo qual o
interferograma € analisado em seus componentes de frequéncias com suas
amplitudes 4.

Figura 8 — Sistema de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier e seus principais

componentes que séo: a fonte, divisores de feixe, a amostra o detector, computador para
gerar o espectro da amostra analisada

1. Fonte ,

-
e - e

' |
3.Amostra N e i -

' ' ANavwrvteny (om

-
Interferograma 5. Computador Espectro

|

4. Detector @
Fonte: 8

A instrumentacdo do FTIR funciona com dois espelhos planos posicionados
perpendicularmente um ao outro. Um espelho semitransparente alinhado com a fonte
de radiacao, que retornando ao separador de feixes, recombina e sofre interferéncia.
O raio percorre em direcdo da amostra e em seguida ao detector que é denominado
radiacao transmitida e por fim os espectros sdo obtidos pelo calculo da transformada

de Fourier 85,
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3.4.1.1 Interpretacéo dos espectros

A regido 4000 a 400 cm* denominada infravermelho médio possui aplicacdo
na caracterizacdo de compostos organicos, pela ligacdo caracteristica de um grupo
funcional apresentar uma banda de vibracdo em uma frequéncia especifica. Quando
uma matriz complexa é analisada ocorre uma sobreposicdo espectral e técnicas
quimiométricas podem ser aplicadas para auxiliar na interpretacdo dos resultados 6.

As areas mais importantes séo as regides de 4000 a 1300 cm, a regido de
alta frequéncia é chamada a regido dos grupamentos funcionais, nesta regido
correspondem a grupos funcionais tais como OH, NH e C=0. A auséncia de absorcéo
na regido de 1850 a 1540 cm™, exclui estruturas contendo carbonilas 8.

As bandas intensas atribuidas ao do esqueleto aromatico e de
heteroaromaticos aparecem na regido de 1600 a 1300 cm™, a existéncia de absorc¢éo
larga e moderadamente intensa na regido de maior comprimento de onda sugere
dimeros de &cidos carboxilicos, aminas, amida, mostram bandas nesta regido devida
a deformacdo angular fora do plano, a regido 1300-900 cm™ é conhecida como

impresséo digital caracteristica de cada amostra 8.

3.4.2 Quimiometria

O interessante dos modernos instrumentos é a quantidade de variaveis que
geram para uma amostra e, por isso, existe a necessidade de ferramentas para tratar
os dados 8. A Quimiometria é definida por como “a ciéncia que emprega métodos
matematicos e estatisticos para planejar ou selecionar experimentos de forma
otimizada e para extrair o maximo de informacg&o quimica dos dados” &.

O seu desenvolvimento esta relacionado ao desenvolvimento computacional,
assim o0 avanco dos instrumentos analiticos necessitando de metodologias
multivariadas para analise 6.

As areas em gue a quimiometria € bem-sucedida séo os seguintes:calibracao
multivariada, estrutura modelagem de reatividade, reconhecimento de padrdes,
classificacdo de analise discriminante e modelagem e monitoramento de processos
multivariados, como por exemplo, PCA (Principal Component Analysis - Analise de

Componentes Principais) 8.
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A PCA se baseia em reduzir o espaco dimensional no qual o conjunto de
dados é naturalmente apresentado, facilitando a interpretacdo e visualizacdo. Em
outras palavras, esta analise transforma “linearmente um conjunto original de
variaveis, inicialmente correlacionadas entre si, nhum conjunto substancialmente
menor de variaveis ndo correlacionadas que contém a maior parte da informacéao do
conjunto original” &°.

A reducéo de variaveis decorrente da PCA reduz a dimensionalidade dos
dados multivariados, no entanto, preserva o maximo possivel de informacoes,
baseando-se inteiramente nos dados de entrada em si, sem referéncia aos dados de
destino correspondentes .

E uma transformac&o linear que mostra os dados em um novo sistema de
coordenadas, de modo que o0 novo conjunto de variaveis, sejam funcdes lineares das
variaveis originais, sem correlacdo, e a maior variacdo de qualquer projecdo dos
dados. A pratica é conseguida através do calculo da matriz de covariancia para todo
o conjunto de dados. Em seguida, os autovetores e 0s autovalores da matriz de
covariancia séo calculados e classificados de acordo com o autovalor decrescente *°.

Considerando os espectros montados em uma matriz (n x d) em que n é o
namero de amostras e d é o numero de pontos de dados por espectro, sendo neste
estudo com espectros de FTIR, em que d > n, uma vez que o nimero de pontos de
dados podem ser vérios, o PCA reduz a matriz de dados para (n x p), onde p € o
numero de componentes principais (PC’s) determinado, com p <n <d. A matriz (n x p)
contém as pontuacdes (scores) de cada PC que substituem as intensidades
espectrais da matriz original (n x d). A relagédo entre eixos novos e antigos € expressa
em uma matriz (p x d) matriz de vetores préprios, chamados loadings °?.

Um dos primeiros estudos que utilizou a associacdo do FTIR aos métodos
guimiométricos para andlises a base de plantas, foi realizado em 2004, visando a
necessidade de uma solugdo mais rapida e econdmica observando que 0s meios
quimicos sao mais trabalhosos e demorados, além de ser crucial garantir
autenticidade, qualidade, seguranca e eficacia da matéria-prima. Como conclusao, o
modelo pode ser de grande utilidade para inspe¢ao de qualidade, porque que na
analise quimiométrica os dados espectrais sao rapidos e simples, ndo é necessario
tratamento quimico das amostras .

Na pratica, por exemplo, Cruz e colaboradores em 2008 &° demonstraram que

por meio de PCA as relagbes existentes entre as familias Celastraceae e
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Hippocrateaceae, utilizou-se trinta tipos de esqueleto de tripertenos em diferentes
tribos que foram usados como variaveis, junto com informacfes botanicas e
concluiram que todas as tribos estavam intimamente ligadas, corroborando a ideia de

uma familia unificada, incluindo a Hippocrateaceae dentro Celastraceae .

3.4.3 Espectroscopia Fotoacustica

A espectroscopia fotoacustica se caracteriza pela conversao da luz absorvida
pela amostra em calor. Neste sentido, se torna uma técnica versétil, permitindo analise
de amostras opticamente opacas e transparentes. A luz espalhada pela amostra,
consistia um problema em outras técnicas, por exemplo, na espectroscopia 6ptica,
diferente da espectroscopia fotoacustica %2.

Foi em 1880, que Alexander Graham Bell descobriu o efeito acustico quando
testava seu fotofone. Ele percebeu que quando um feixe de luz vibratoria incidia sobre
as substancias que estavam sendo analisadas, elas emitiam sons, cuja intensidade
dependia da frequéncia da mudanca vibratéria na luz %, a Figura 9 mostra o modelo
do experimento fotoacustico. Com isso, ele estabeleceu que a intensidade do sinal

fotoacustico depende do coeficiente de absorcéo 6ptica da amostra °4.

Figura 9 — Modelo do experimento fotoacustico — Fotofone de Alexander Graham Bell, que estava
testando o aparelho quando descobriu o efeito fotoacustico

Fonte: %

No entanto, devido a falta de aparelhos sensiveis para a deteccdo este
fendmeno nao atraiu muito a atencao dos pesquisadores da época. Com o0 avango da
eletrénica, no ano de 1973, os Professores Allan Rosencwaig e Allen Gersho

desenvolveram o modelo tedrico para descrever o comportamento do sinal
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fotoacustico em termos da poténcia de luz incidente e a frequéncia de modulacdo do
feixe de excitacdo, esse modelo fez com que a fotoacustica fosse de um método
valioso para o estudo dos soélidos 6.

O efeito fotoacustico € observado quando um gas numa célula fechada é
irradiado com um feixe modulado de radiacdo de um comprimento de onda que é
absorvido pelo gas, essa radiagcdo causa um aquecimento peridédico do gas. Se a
frequéncia de modulagdo esta no intervalo de frequéncia acustica, os pulsos de
pressédo podem ser detectados por um microfone. A utilizacdo de excitacdo modulada
resulta na geracdo do sinal fotoacustico o qual permite a obtencéo de espectros de
absorcao optica gerados a partir deste sinal. Como o sinal fotoacustico é resultado da
interacdo da radiacdo com a matéria, sua natureza é definida pelas propriedades
opticas e térmicas das amostras %4 9798,

O sinal fotoacustico € dependente da energia absorvida pelos constituintes da
amostra como resultado de sua interagcdo com a radiacéo incidente. Em relacédo a
penetracdo da radiacdo na espessura da amostra ocorre de forma que a intensidade
do feixe incidente diminui exponencialmente, conforme a Lei de Beer. A absorgéo
Optica do material € caracterizada pela distancia de penetracdo do feixe na amostra
até sua intensidade ser reduzida a 1/e, o parametro que mede (denominado de
comprimento de absorcéo oOptica), I, definido como: 1g= 1/ 3, sendo B o coeficiente de
absorcédo 6ptica do material %4 99,

A Figura 10 mostra as trés classificacdes que uma dada amostra pode receber
em termos de comprimento de absorcédo éptica: opticamente opaca, absorvedora,
transparente. Na producao de sinal fotoacustico em uma amostra solida, existem trés
mecanismos: a difusdo térmica, a expansao térmica e a expansao termoelastica. A
PAS fornece o perfil de analise de profundidade, especificada pelo comprimento de

difusdo térmica 119499,
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Figura 10 — Trés classificacdes de uma dada amostra/ absorcao 6ptica que pode receber em termo de
comprimento de absor¢cdo a amostra opaca, absorvedora e transparente a partir de luz
incidente

Luz incidente

eraeanr

oy Amostra
) E) Penetra opticamente
i opaca
0 [ I X

Luz incidente

——

Amostra absorvedora
0 L g X
Luz incidente == Amostra
: SRR ..—[ - St opticamente
=3 ‘ | . j ......................... transparente
0 1, |;'s x
Fonte: %

As vantagens de utilizar a espectroscopia fotoacustica é: medir diretamente a
absorcao, sendo que a luz transmitida ou espalhada néo € detectada e, deste modo,
nao interfere no resultado das medidas; permite a utilizacdo de amostras in natura,
com isso ndo ha a necessidade de tratamentos quimicos na preparacao das amostras;
pode investigar materiais altamente espalhadores de luz; permite o levantamento de
perfis de profundidade de amostras opacas; e por ser uma técnica ndo destrutiva,
possibilita o estudos de materiais bioldgicos “in vivo” 1.

A partir da revisao de literatura, iniciou-se a pesquisa com a finalidade da
utilizacdo dos métodos de caracterizagdo mencionados e a analise multivariada por
componentes principais com o propdésito de realizar a caracterizacéo fitoquimica dos
compostos organicos da espécie vegetal Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss

comparando com a amostra adulterante Citronella gongonha.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

o Espécie: Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek
o Familia: Celastraceae
o Parte utilizada da planta: Folhas

o Espécie: Citronella gongonha (Mart.) R.A.Howard
o Familia: Cardiopteridaceae

o Parte utilizada da planta: Folhas

4.2 REAGENTES

o Acetato de Cobre (REATEC-REAGEN, Colombo, Brasil);

. Acetato basico de chumbo (REATEC-REAGEN, Colombo, Brasil);

o Acetato acido de chumbo (REATEC-REAGEN, Colombo, Brasil);

o Cloreto férrico (VETEC Quimica, Rio de Janeiro, Brasil);

o Brometo de potassio grau espectroscopico (KBr) (Sigma Aldrich Co., St. Louis,
Estados Unidos);

4.3 EQUIPAMENTOS

o Balanca analitica (SHIMADZU, modelo BL320H, Sao Paulo, Brasil);

. Espectrometro infravermelho com transformada de Fourier (SHIMADZU,
modelo IR Prestige-21, Quioto, Japao);

o Fotoacustica - Amplificador lock-in de duas fases (SR830 da Stanford Research
System));

o Fotoacustica - Lampada de xenbénio de 1000 W (66926 da Newport
Corporation/Oriel);

o Fotoacustica - Chopper (SR540 Stanford Research System);

o Fotoacustica - Monocromador (74100 da Newport Corporation/Oriel);

o Fotoacustica - Microfone (4953 da Briel & Kjaer);
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o Fotoacustica - Pré-amplificador (2669-L da B&K) e canal de condicionamento
(2690-A-0S1 da B&K);

o Estufa (ODONTOBRAS, modelo El- 1.6, Sdo Paulo, Brasil);

o Moinho de facas tipo willey (marca Tecnal, Piracicaba, Brasil);

o Mufla (JUNG, modelo 0612, Santa Catarina, Brasil).

4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais realizados nesta pesquisa para caracterizar
a espécie vegetal Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss por espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier e espectroscopia fotoacustica, foram

realizados conforme esquematizado na Figura 11.:

Figura 11 — Desenho experimental da pesquisa que foi dividida em obtencdo e transformacédo das
amostras, caracterizagdo por FTIR e PAS e por fim avaliagdo por Componentes Principais

N
«Obtencdo de amostras comerciais e coletadas e uma amostra usada
como adulterante;
=Transformacdo em po por meio de moinho de facas;
vy
N
= Analise fisico-quimica (determinacdo de umidade e determinacdo de
cinzas totais);
=Analise fitoquimica (determinacdo de taninos totais);
= FTIR Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier;
» PAS Espectroscopia Fotoacustica;
It

*0s resultados de FTIR foram analisados por Componentes Principais
(PCA).

Fonte: O autor
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4.5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.5.1 Obtencéo do Material Botanico

A aquisicao do material botanico iniciou no dia 09 de agosto de 2018, onde
foram adquiridas quatro amostras comerciais de folhas desidratadas em Ponta
Grossa-PR e duas em S&o Jodo do Triunfo-PR selecionadas aleatoriamente. A
amostra de Citronella gongonha utilizada na pesquisa como adulterante de espinheira-
santa, foi coletada na época de floracdo em Pirai do Sul-PR, apenas as folhas. As
folhas das amostras plantadas, que séo seis, foram coletadas na época de floracéo a
partir de setembro de 2018, para catalogacdo no herbario da Universidade Estadual

de Ponta Grossa.

A Tabela 1 tém informacdes sobre a cidade e as coordenadas do local de coleta.

Tabela 1 - Localizag&o das amostras coletadas nos trés municipios coletados, no caso de Ponta
Grossa foi colocado os bairros, por possuir mais pontos de coleta, apresentam as
coordenadas

LOCAL COORDENADAS

Castro (a7col) 49°59'23,10” de longitude W e 24°48'04,69” de latitude
S.

Pirai do Sul (aCG) 49°88'52,39 de longitude W e 24.46°07,23 de latitude S

Pirai do Sul (a8col) 49° 54°48,5” de longitude W e 24°28'27,8” de latitude S.

Ponta Grossa/Jardim Carvalho (allcol) 50°08'59,74” de longitude W e 25°04’53,37” de latitude
S.

Ponta Grossa/San Martin (al2col) 50°05'40,55” de longitude W e 25°03'57,80” de latitude
S

Ponta Grossa/Nossa Senhora das Gracas 50°10°10,77” de longitude W e 25°03’39,25” de latitude
(a13col) S
Ponta Grossa/Uvaranas Horto Botanico 50°06°06,73" de longitude W e 25°05'41,74" de latitude
(a9caol) S

Fonte: O autor

As amostras foram nomeadas conforme sua origem. As seis primeiras levam
a sigla com para comerciais e as outras seis levam a sigla col para as coletadas e a
amostra da espécie vegetal de Citronella gongonha ficou nomeada como aCG

conforme Tabela 2.
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Tabela 2 — Nomenclatura das amostras, as seis primeiras levam a sigla com por serem comerciais,
as coletadas, outras seis, a sigla col e a Citronella gongonha denominada como aCG

Amostras Amostras Amostra

Comerciais Coletadas coletada
Citronella
gongonha

alcom a7col aCG

az2com a8col

a3com a9col

adcom allcol

abcom al2col

aécom al3col

Fonte: O autor

As exsicatas encontram-se depositadas no Herbario da Universidade
Estadual de Ponta Grossa sob 0s numeros: 22245, 22246, 22249, 22248, 22151,
22153 (Anexo A — Exsicatas das amostras coletadas). A amostra aCG (Citronella
gongonha) foi identificada por comparac¢do com a exsicata ICN 113385 do herbério da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.%*

4.5.2 Preparo das Amostras

As amostras coletadas passaram por um processo de secagem, no qual foram
retiradas somente as folhas e levadas para tratamento térmico em estufa a 40°C por
72 horas %2, Apds a aquisi¢do das amostras, as folhas foram submetidas ao processo
de cominuicdo por meio de um moinho de facas tipo Willey com peneira em malha
mesh 32 de crivo circular, realizadas na sala de Preparo de Amostra do Departamento
de Agronomia da UEPG. Em seguida foram armazenadas em frascos graduados de
polipropileno e hermeticamente fechados acondicionada fora do abrigo da luz e
umidade, conforme a Figura 12. As amostras comerciais foram adquiridas secas sem

necessidade de tratamento prévio.
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Figura 12 — (A) refere as estufas utilizadas para secagem das amostras coletadas, (B) o moinho de
facas utilizado para cominuicdo e (C) amostra em forma de pé para ser utilizada nas
andlises

Fonte: O autor

4.6 ANALISE FISICO-QUIMICA DAS FOLHAS PULVERIZADAS
4.6.1 Determinacédo da Umidade (Perda por Dessecacéo)

A determinacao da umidade (perda por dessecacéo) foi realizada conforme a
sexta edicdo da Farmacopeia Brasileira 30, pesada aproximadamente 1 g de amostra
previamente pulverizada transferido para pesa-filtro exatamente pesado, previamente
dessecado nas mesmas condi¢cdes a serem adotadas para a amostra, durante 30
minutos. A amostra foi dessecada entre 100°C e 105°C durante cinco horas, até peso

constante. O resultado foi determinado conforme a Equagéo 1:

%umidade = % x100 (1)

a
Em que:

Pu= peso umido (capsula de porcelana + amostra)

Ps= peso seco (capsula de porcelana apés 5h de estufa)
Pa= peso da amostra
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4.6.2 Determinacédo de Cinzas totais

A determinagdo de cinzas totais foi realizada conforme a sexta edi¢do da
Farmacopeia Brasileira 2, foi calcinado previamente cadinho de porcelana em mufla
a 450°C por 30 minutos, resfriou-se em dessecador. Tarou-se o cadinho, pesou-se o
cadinho aproximadamente 1 g da espécie vegetal. Distribui-se o material
uniformemente no cadinho. Foi calcinado em mufla a 450°C por duas horas e resfriou-
se o cadinho em dessecador e devidamente pesado. Em seguida, as cinzas totais

foram determinadas conforme a Equacéao 2.

%cinzas totais = R-R x100 (2)

Em que:
Pu= peso umido (cadinho + amostra)
Ps= peso seco (cadinho ap0s a incineracdo)

Pa= peso da amostra

4.7 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO DAS FOLHAS
4.7.1 Determinacdo de Taninos Totais

Para determinac&o dos taninos totais foi preparada uma solucéo a partir da
pulverizacdo de 2 g da espécie em agua destilada. O béquer foi aquecido e a solucéo
foi mantida em ebulicdo por 5 minutos, em seguida, a solucéao foi filtrada em algodéao
para retirar 0 sobrenadante e o volume inicial foi completado com agua destilada,
obteve-se o extrato para os testes listados que foram realizados tendo como base a
Farmacopeia Brasileira .

e Testes com gelatina: em 3 tubos de ensaio foram colocados 0,5 ml, 1,0 ml e
2,0 ml do extrato, juntamente com uma gota de acido cloridrico a 10 % e
adicionado 2 ml de solucéo de gelatina a 2,5%;

e Acetato de Cobre: foram adicionados 2 ml do extrato em tubo de ensaio e 10
gotas de solugcéo aquosa de acetato de cobre a 4 %j;

e Acetato basico de chumbo: foram adicionados 2 ml do extrato em tubo de

ensaio e 10 gotas de solugcédo aquosa de acetato de chumbo a 10 %;
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e Acetato acido de chumbo &cido: foram adicionados 5ml do extrato em tubo de
com 5 ml de &cido acético a 10% e gota a gota, 5 ml de acetato de chumbo a
10%;

e Cloreto férrico: foi adicionado 1 ml do extrato em um tubo de ensaio e 3 gotas
de solucao de cloreto férrico 3%.

4.8 ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS

4.8.1 Espectroscopia por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As doze amostras da espécie vegetal Maytenus ilicifolia e a amostra da
espécie vegetal Citronella gongonha foram analisadas por espectroscopia na regido
do infravermelho para avaliar a estrutura molecular das amostras 1%, em pastilha com

Brometo de Potassio, empregando 1 mg de cada amostra e 100 mg de KBr grau
espectroscopico (2 % em massa), no equipamento (Shimadzu, Quito, Japdo, modelo

IR Prestige-21), 64 scans/min, resolucdo de 4 cm™, modo de andlise absorbancia, a
faixa de 4000 a 400 cm™, utilizando as amostras na forma de p6. Foram efetuadas
dez medidas em cada amostra com intervalo de sete dias entre elas.

4.8.2 Analise por Componentes Principais (PCA)

Com os espectros obtidos pela técnica de FTIR foi empregada a analise
estatistica por Componentes Principais (PCA). Quando se aplica um algoritmo de PCA
num conjunto de variaveis, o conjunto original é substituido por um novo conjunto de
varidveis como vantagem esse novo conjunto concentra a maior parte de informacoes,
diminuindo a dimensionalidade de dados, sem perda significativa da informacao
quimica 104,

A PCA admite a visualizacdo do agrupamento natural nos dados, apos a
avaliacdo priméria da similaridade entre classes e por fim razdes por tras do padréo
observado de correlagcdo com as propriedades quimicas ou fisico-quimicas das

amostras 7.
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Para essa analise foi selecionado o conjunto de regifes para modelagem com
0 maior numero de informac¢des que melhor correlaciona os espectros e qualificacdo
de principios ativos que neste caso foi na regido entre 1800-400 cm (fingerprint).

O pré-processamento utilizado na pesquisa foi a linha de base com posterior
normalizacéo pela area integrada na regido de (fingerprint). Este procedimento tem
como “objetivo reduzir a influéncia de variagdes indesejadas presentes no conjunto de
dados, garantindo que cada observagado seja representada de forma adequada e
consistente” 10,

Foram geradas as componentes principais em funcdo dos espectros de
absorcao a partir das PCs realizou-se a diferenciacao dos diferentes grupos organicos
presentes nas amostras. As componentes foram geradas utilizando o aplicativo
Principal Component Analysis for Spectroscopy do software Origin Pro (versao 2020)
(OriginLab, Northampton, MA, USA).

4.8.3 Espectroscopia Fotoacustica (PAS)

Os experimentos de espectroscopia fotoacustica foram realizados no
Laboratério Multidisciplinar de Propriedades Termo-Opticas da Universidade
Tecnolégica Federal do Parana (LAPTO-UTFPR) (atualmente o C?MMa - Centro
de Caracterizacao Multiusuario em Pesquisa e Desenvolvimento de Materiais) com a
colaboracéo da Professora Dr2 Daniele Toniolo Dias. Realizou-se a leitura das doze
amostras de espinheira-santa e da amostra adulterante.

Para excitacao foi utilizada uma lampada de Xe e como essa lampada possui
intensidade de emissdes diferentes conforme o comprimento de onda, todos os
resultados foram obtidos a partir da normalizacdo pelo espectro de um carvao puro,
visto que, este material absorve toda radiagdo incidente na faixa do espectro
analisada.

A figura 13 apresenta a montagem experimental da técnica de fotoacustica. A
luz derivada da lampada é modulada por um chopper (SR540 Stanford Research
System) numa frequéncia de 23 Hz. O sinal proveniente do modulador foi fornecido
para um canal de amplificacdo (amplificador lock-in), e a luz modulada é difratada, em
um comprimento de onda selecionado pelo monocromador que possui grades para
visualizacdo de comprimentos de onda na faixa do ultravioleta/visivel, infravermelho

proximo e infravermelho médio.
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A luz modulada percorre um caminho por meio de uma fenda estreita (3 mm),
passa por filtros de ordem superior de difracdo sendo entéo colimada por um espelho
cbncavo revestido com aluminio (distancia focal efetiva 5 cm) e direcionada por duas
lentes biconvexas de quartzo (10 e 15 cm) até a amostra dentro da célula fotoacustica
gue possui microfone com pré-amplificador e canal de condicionamento.

O microfone também esta conectado ao canal de referéncia do amplificador
lock-in detectando a intensidade e a fase do sinal fotoacustico. A célula fotoacustica
possui uma janela Optica para a entrada de luz e o microfone é acoplado em seu

interior. Os dados obtidos foram tratados por meio do software Origin Pro (2020).

Figura 13 — Montagem experimental da técnica de fotoacustica utilizada no laboratério multiusuario de
propriedades termo-Gpticas (LAPTO) - UTFPR que consiste em uma fonte de radiacao, o
modulador mecénico, monocromador, filtros, lentes, microfone como detector
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ANALISE MACROSCOPICA

Foi realizada a caracterizacdo da folha da espécie vegetal das amostras
coletadas, sendo necessario analisar as caracteristicas morfoanatémicas da espécie
vegetal para verificar sua autenticidade e padronizacéo °7. Este reconhecimento se
fez necessério devido a existéncia de espécies morfologicamente semelhantes.

A espécie vegetal Maytenus ilicifolia € um subarbusto, as folhas possuem
margem espinescentes 4%, coloracdo verde-acinzentada, mais clara na face abaxial;
apice mucronado, base aguda a obtusa. A nervacdo € peninérvea, com nervuras
secundarias partindo em angulo agudo em relagéo a principal °.

A Figura 14 apresenta caracteristicas da folha da espécie vegetal Maytenus
ilicifolia de uma das coletadas a amostra allcol e o Quadro 1 apresenta carateristicas
foliares da espécie vegetal Maytenus ilicifolia apresentando a estrutura do limbo e do
peciolo suas partes constituintes e caracteristicas.

Figura 14 — Folha da espécie vegetal Maytenus ilicifolia com face abaxial em evidéncia, apresentando
caracteristicas da nervura e formato caracterizando a como espinheira-santa verdadeira
da allcol

Fonte: O autor

Todas as amostras coletadas apresentaram as caracteristicas morfolégicas

conforme relatado na literatura e apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1 — Determinacdo das caracteristicas foliares das espécies vegetais Maytenus ilicifolia
descrevendo a estrutura do limbo e do peciolo suas partes constituintes e caracteristicas

ESTRUTURA PARTE CONSTITUINTE CARACTERISTICA
Tamanho 2,1 a9 cm de comprimento, e
1a 3,1 cmde largura
Coloracao coloracdo verde-acinzentada,
mais clara na face abaxial;
Nervacédo peninérvea, craspedddroma
mista
Forma ovalado-oblongas a elipticas
LIMBO ou eliptico lanceoladas
Apice Mucronado
Base aguda a obtusa
Estipula Inconspicuas
Peciolo Curto com 0,2 a 0,5 cm de
comprimento
Textura Coridceas a subcoriaceas
PECIOLO Tamanho 0,2 a 0,5 cm de comprimento
Fonte: 30

A amostra aCG foi identificada como uma amostra de Citronella gongonha a
identificacdo foi realizada por comparacdo com a exsicata ICN 113385 do herbario da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, as suas caracteristicas foliares 1% sdo o
apice mucronado, margem inteira ou dentada, a face adaxial glabra, face abaxial
pubescente, base obtusa ou levemente atenuada; margem inteira ou dentada,
frequentemente aculeada. Pelo fato de apresentar semelhancas morfolégicas é
utilizada como adulterante de espinheira-santa ° ndo tendo acdo farmacoldgica
comprovada, sendo necessaria outras formas de diferenciacdo das amostras. No caso
das amostras comerciais, os tecidos foliares estavam secos aumentando a dificuldade
na distincdo entre elas, sendo impossivel a diferenciacdo na maioria dos casos e

indispensavel outra forma de caracterizagéo ’.

5.2 ANALISE FISICO-QUIMICA

A caracterizacdo da espécie vegetal, quanto ao teor de umidade e teor de
cinzas totais teve os valores determinados a partir da Farmacopeia Brasileira VI edicdo
(2019). Os resultados estdo apresentados na Tabela 3 envolve as amostras de
espinheira-santa verdadeira, pois a amostra aCG trata-se de uma amostra que foi
utilizada como adulterante de espinheira-santa, ndo sendo realizado testes com a

espécie vegetal, apenas na parte de diferenciacdo de espécies.
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Tabela 3 — Determinacéo fisico-quimica referente as folhas das doze amostras vegetais Maytenus
ilicifolia Mart ex Reissek enquanto seu teor de umidade e cinzas totais (n=3)

Ensaio de pureza

Maytenus ilicifolia % Determinacdo de umidade por Determinacdo de cinzas
dessecacao (%) totais (%)
alcom ~4 + 0,005 ~6+ 0,032
a2com ~4 + 0,015 ~6+ 0,005
a3com ~4 + 0,005 ~7+ 0,005
adcom ~2 + 0,005 ~5+ 0,023
a5com ~3+ 0,001 ~5+ 0,020
aécom ~6 + 0,011 ~6+ 0,005
a7col ~1+ 0,010 ~4+ 0,005
a8col ~2 + 0,005 ~4+ 0,005
a9col ~2 + 0,034 ~3+ 0,023
allcol ~6 + 0,005 ~4+ 0,010
alzcol ~6 + 0,045 ~5+ 0,50
al3col ~2 + 0,035 ~4+ 0,005

Fonte: O autor

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, todas as amostras
apresentaram valores de umidade indicados pela Farmacopeia segundo a qual, deve
conter até no maximo 12% para a espécie Maytenus ilicifolia *° . Nao houve diferenca
estatistica nos valores de umidade entre as coletadas e comerciais.

A avaliacdo de umidade se faz necessaria para avaliar se a correta
preservacdo e conservacéao do fitofarmaco foi efetuada 1°7. Além de que o excesso de
umidade em matéria vegetal pode permitir a acdo de enzimas, dessa forma ocorrendo
a degradacéo dos constituintes quimicos 19,

Os valores de cinzas totais obtidos e apresentados na Tabela 3 estdo dentro
do padréo estabelecido pela Farmacopeia *° que, para a espécie vegetal Maytenus
ilicifolia é de até 8%. Teores elevados de cinza podem revelar elementos minerais por
exemplo, presencga de terra ou areia nas amostras. Além disso, a determinacgéo de
cinzas totais indica o equilibrio microbiano e estabilidade fisico-quimica das amostras
107 Também para este parametro ndo foram observadas diferencas significativas

entre as amostras comerciais e coletadas.
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5.3 DETERMINACAO DE TANINOS TOTAIS

A determinacao dos taninos foi realizada e todas as amostras da espinheira-
santa verdadeira quando em contato com 0s reagentes apresentaram taninos
condensados e hidrolisados, como mostra a Tabela 4 que apresenta a reagdo positiva
para precipitado em contato com os reagentes, representado pelo sinal (+), e em
contato com o cloreto férrico se apresentar taninos condensados, surge a coloracao

verde 0,

Tabela 4 — Relagdo das amostras e reagentes utilizados (Gelatina, Acetato de Cobre, Acetato basico
de chumbo, acetato acido de chumbo e o cloreto férrico para determinacao de taninos totais,
para verificar a precipitagdo em contato com os reagentes

Reagentes
Gelatina  Acetato Acetato Acetato Cloreto
Maytenus ilicifolia de Cobre basico acido de férrico
de chumbo
chumbo acido

alcom + + + + VERDE
az2com + + + + VERDE
a3com + + + + VERDE
adcom + + + + VERDE
abcom + + + + VERDE
aécom + + + + VERDE
arcol + + + + VERDE
ascol + + + + VERDE
adcol + + + + VERDE
allcol + + + + VERDE
al2col + + + + VERDE
al3col + + + + VERDE

Fonte: O autor
Nota: + Significa que houve formacao de precipitado do extrato com os reagentes, indicando a presenca
de taninos. E verde é a coloragdo em contato com o cloreto férrico também confirmando a presenca de
taninos.

Inicialmente foi realizado o procedimento com a gelatina e houve
aparecimento de precipitado nitido nas amostras, isso acontece devido a ligacdo com
as proteinas que sao hidrofilicas, resultando em ligacdes de hidrogénio entre as
hidroxilas fendlicas dos taninos e os sitios eletronegativos das proteinas 1°.

Na Figura 15 houve o aparecimento de precipitado pelo procedimento de

gelatina da amostra comercial alcom (a) e coletada allcol (b).
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Figura 15 - Extrato da amostra alcom (a) e amostra allcol (b) em contato com a gelatina, ambas
demonstraram o aparecimento de precipitado e confirmaram a presenca de taninos

Fonte: O autor

Na Figura 16 é apresentado um exemplo de turvacédo do extrato em contato
com o acetato de cobre uma amostra comercial a4com (a) e uma coletada a9col (b).

Este resultado confirma para a presenca de taninos.

Figura 16 - Extrato da amostra a4com (a) e da amostra a9col (b) em contato com acetato de cobre
demonstrando o aparecimento de precipitado e confirmando a presenca de taninos

Fonte: O autor

A Figura 17 demonstra a formacéao de um precipitado esbranqui¢cado devido
ao contato do extrato com o acetado de chumbo tanto para uma amostra comercial

(@) e uma coletada (b). Este comportamento demonstra a presenca de taninos
hidrolisaveis.
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Figura 17 - Extrato da amostra a2com (a) e da amostra a8col (b) em contato com acetato de chumbo
(basico e acido) demonstrando o aparecimento de precipitado esbranquicado e confirmando a presenga
de taninos hidrolisaveis

Fonte: O autor

Por fim, a reacdo do extrato com o cloreto férrico apresentou coloracao verde
escura para todas as amostras indicando a presenca de taninos condensados.

Em 2014, Cardozo e colaboradores "8 verificaram a qualidade de plantas
medicinais, inclusive a espinheira-santa, realizando testes com trés tubos de ensaio,
o primeiro adicionado 2 gotas de FeCI3 10%, o segundo com 2 gotas de acetato de
chumbo 10% e o terceiro com acetato de chumbo e &cido acético, constatando a
presenca de taninos hidrolisados e condensado nas amostras.

Em 2015, Colacite ! avaliou o perfil fitoquimico de quatro plantas, entre elas
a Maytenus ilicifolia, utilizando os métodos de formag&o de precipitado com acetato
de chumbo, acetato de cobre, alcaloides, gelatina e sais de ferro os quais foram
positivos para a presenca de taninos.

Estes estudos demonstram a eficiéncia do método utilizado no presente
trabalho para a determinacdo de presenca de taninos nas amostras estudadas.
Ressaltando que a presenca de taninos resulta na atividade farmacoldgica de
complexacdo com moléculas e macromoléculas, com ions metdlicos, atividade
antioxidante e sequestrante de radicais livres 7.
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A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi

utilizada para identificacdo, determinacéo de grupos funcionais. A caracterizacao foi

realizada a partir dos espectros obtidos por absorbéancia das amostras comerciais e

coletadas, incluindo a amostra adulterante.

A Figura 18 apresenta o0 espectro de todas as amostras analisadas, sendo

sete coletadas e seis comerciais. A regido de maior interesse € a compreendida entre

1800-400 cm, por se tratar de uma regido conhecida como impresséao digital da

molécula (fingerprint), regido importante para determinacao da estrutura. As principais
bandas de absor¢cédo se encontram em 677;1070;1233;1271;1321;1522;1618 e 1732

cm.

Figura 18 - Espectro da regido do infravermelho das treze amostras coletadas, sendo seis comercias e
sete coletadas, os picos na regido de 677;1070;1233;1271;1321; 1522; 1618;1732 cm™!
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Na regido entre 1722-1702 cm?, o estiramento C=0 de ésteres de taninos
hidrolisados, especialmente os derivados de acido galico podem ser observados. Essa
regido pode ser considerada como o estiramento principal para a distingdo entre
taninos hidrolisados e condensados, visto que os condensados ndo apresentam o
grupamento carboxila em condi¢fes naturais 2.

Outros estiramentos que séo facilmente identificados sé@o os da ligagdo C=C-
C dos anéis aromaticos, na regido entre 1611-1444 cm e da ligacdo C-O em 1368-
1157 cm™* e 1031-1023 cm™. Na regido de 1555-1503 cm taninos condensados
normalmente apresentam bandas mais intensas do estiramento C=C-C quando
comparados com taninos hidrolisados 2. Na regido de 1368-1157 cm™ os taninos
hidrolisados exibem sinais mais intensos do estiramento C-O quando comparados
com taninos condensados, provavelmente devido a presenca de ésteres. Além disso,
taninos condensados também apresentam absor¢cdes em duas regides distintas:
1361-1340 cm™ e 1284-1283 cm™, regiGes nas quais ndo sdo observadas absorcdes
de taninos hidrolisados. Esses estiramentos séo atribuidos a ligacdo C-O de anéis
pirano, tipico de flavonoide 2.

A regido entre 600-930 cm é atribuida a deformacéo de ligacdes C-H fora do
plano de anéis aromaticos. A regido entre 1060-1130 cm™ estad relacionada a
deformacéo C-H no plano anéis aromaticos 113 114,115,116, 117, 118, 119, 120

A regido entre 1023-1031 cm™ e 1157-1368 cm corresponde ao estiramento
da ligacdo C-O. Ainda as bandas centradas em 1271 cm™ e na regido entre 1340-
1361 cm podem ser atribuidos ao estiramento C-O especificos de anéis pirano, tipico
de fIavonoideS 113, 114, 115, 116, 121, 122, 123, 124_

A regido entre 1440-1618 cm™ é caracterizada pelo estiramento das ligacdes
C=C-H dos anéis aromaticos. O estiramento C=0 apresenta uma absorgao distinta na
regido entre 1702-1750 cm 125,

A partir dessas atribuicdes aprofundou-se a discussdo em termos de taninos
hidrolisados e condensados: de acordo com a literatura 112 122,125,126 regiges entre
1157-1368 cm™* os taninos hidrolisados apresentam bandas de absorcdo mais
intensas que os condensados, sendo este fator atribuido a presenca de ésteres.
Taninos condensados apresentam duas absorc¢des distintas nas regides entre 1280 e
1340-1361 cm, os taninos hidrolisados ndo apresentam essas absorcfes. Nas
regides entre 1503-1555 cm™ taninos condensados apresentam absor¢Ges mais

intensas do que os hidrolisados. A regido entre 1702-1750 cm™ é considerada a
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principal para se distinguir entre taninos hidrolisados e condensados, pois o segundo
nao apresenta o grupamento carboxila, os taninos hidrolisados apresentam o
estiramento C=0 atribuido principalmente a ésteres derivados de &cido galico.
Devido a quantidade de dados e diferencas em intensidades dos espectros
obtidos por FTIR, utilizou-se a analise por componentes principais dos espectros

apresentados na Figura 18 na regido entre 400 e 1900 cm* (fingerprint) 112127,

5.5 PCA

A partir dos resultados obtidos pelos espectros de FTIR, foi realizada a analise
de componentes principais na regido entre 400 e 1900 cm (fingerprint) das medidas,
para obter um resultado mais preciso sobre a diferenca das amostras e na PCA foram
utilizados também os dados da amostra aCG (Citronella gongonha). Todos os
espectros foram normalizados pela area integrada nessa regiao.

A analise foi efetuada para conhecer quais componentes principais utilizadas.
A analise permitiu visualizar um determinado conjunto de dados com relagdo aos
componentes principais variados. O conjunto inicial de variaveis foi reduzido a um
namero de variaveis de componentes principais, o qual é representado pelo grafico
scree plot exposto na Figura 19, que determinou o ponto de inflexdo pertinente ao

limite de componentes necessarias para representar os dados analisados.
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Figura 19 — Scree plot mostrando a variancia representada por cada componente a partir do autovalor
de origem. O ponto de inflexdo determina o limite de componentes necessarias para
representar os dados analisados
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Fonte: O autor

Foi observado que o ponto de inflexao € a partir da PC3, desta forma optou-
se por trabalhar com as componentes PC1 que representa 64,3% dos dados, PC2
com 16,1% e PC3 com 6,5%, resultando em um total de 86,9% de representatividade,
reduzindo os dados para trés componentes.

A Figura 20 mostra os scores das PCA obtidos dos espectros das medidas,
representando PC1(64,3%) x PC2 (16,1%) (a) e PC1 x PC3 (6,5%) (b), com a elipse
de confianca em 95% para cada conjunto de amostras percebe-se que ocorre uma
separacdo de amostras coletadas, com as amostras comerciais e a amostra aCG
(Citronela Congonha), formando outro conjunto.

Na Figura 20(a) observa-se que as amostras coletadas aparecem em PC1
(score positivo) e PC2 (score positivo e negativo). As amostras comerciais juntamente
com a aCG surgem em PC1 (score negativo) e PC2 (score positivo e negativo). Na
Figura 20(b) foi observada uma diferenciacdo também entre amostras coletadas,
comerciais e a aCG. As amostras coletadas aparecem em PC1 (score positivo) e PC3
(score positivo e negativo). As amostras comerciais surgem em PC1 (score negativo)
e PC3 (score positivo e negativo) e a amostra aCG surge em PC1 (score negativo) e

PC3 (score positivo).
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Figura 20 — Scores da PCA obtidas dos espectros de FTIR das medidas. No grafico estédo
representados PC2xPC1 PC3Xpcl. S&o apresentadas as elipses de confianca em 95%
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Além dos scores, os loadings fornecidos pela PCA agregam informacdes
importantes. Estes indicam o peso das variaveis em cada componente. Os loadings
para cada componente estdo apresentados na Figura 21, em PC1, PC2 e PC3 e

observar-se a formacao e separacao das componentes.
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Figura 21 — Loadings das variaveis PC1, PC2 e PC3, sendo PC1 64,3%, PC2 16,1% e PC3 6,5%

0.09 [ .
0.06 [ 13
0.03 | /\f“f\ 12
0.00 Eﬁ
-0.03 P \/\J‘/ \’\/t X
-0.06 - N -
0.09 1 v
- 10
0.06 | n g
0.03 | 12
1 3
0.00 /’\\M AA <

1 1

0.06 -
I {1 ©
0.03 [ Jj\f"/\ 10
0.00 ’r\/\d\ )
-0.03 | - 'f)
-0.06 |- ] &

-0.09 | PR TR AR N SRR TS RSN SN A

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Numero de Onda (cm™)

Fonte: O autor

A andlise de PC1 indica em 1740 cm, um dos principais sinais de estiramento
que diferencia entre taninos hidrolisados e taninos condensados 2. Com loading
negativo temos as amostras comerciais juntamente com a aCG, indicando uma maior
concentracéo de grupamento carboxila, provavelmente devido a presenca de ésteres.

Na regido entre 1650 a 1380 cm (loading positivo), os sinais referentes a
estiramentos da ligacdo de C=C de anéis aromaticos de taninos condensados
aparecem. Nessa regidao os taninos condensados apresentam sinais mais intensos,
indicando que as amostras coletadas possuem maior concentracdo de taninos
condensados.

Em torno de 1100 cm™ (loading negativo) temos o sinal de torcdo no plano de
ligagbes C-H de anéis aromaticos tipica de taninos hidrolisados. Os sinais entre 800-
700 cm? sdo atribuidos a torcéo fora do plano de ligacdes C-H de anéis aromaticos
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em taninos condensados. Observou-se assim, que as principais absorcdes que
separam as amostras comerciais (juntamente com a aCG) das amostras coletadas
pode ser relacionada com a diferenciacao entre taninos hidrolisados e condensados
112, 119_

Em PC2, trés regides apresentaram loading negativo em 803 e 893 cm™ que
correspondem a torcéo fora do plano de ligacbes C-H de anéis aromaticos tipicos de
taninos condensados. Neste caso, as amostras alcom e a2com (com PC2 negativo)
possuem maior concentracdo deste tipo de tanino '3 115 Dentre as amostras
coletadas, destacamos as amostras a8col, al2col e al3col. A dltima regido (444 cm-
1) corresponde ao modo de respiragéo (breathing) do anel aromatico resultando em
PC2 negativo 116, 117, 118, 119 .

Para PC3 temos valores negativos para a variacdo de estiramento de C=0
(em 1741 e 1703 cm™) indicando que as amostras, a3com, aécom, a7col, a9col,
al2col e al3col possuem maior concentracdo de taninos hidrolisados quando
comparadas com as demais. Em 1448 e 1609 cm™! temos o estiramento de ligacGes
C=C-C com loading positivo, mostrando a concentragéo de taninos condensados. Em
1100 cm™? (loading positivo) tém-se o sinal de tor¢do no plano de ligacdes C-H de

anéis aromaticos, indicando a separacdo das amostras alcom, a3com, a4com, aCG,
allcol e a8c0| 114,115, 116, 120, 122, 128, 129_

5.6 PAS

Os resultados da espectroscopia fotoacustica sdo apresentados na figura 22.
Para as amostras comerciais (figura 22 (a)) observa-se uma banda centrada em
~280nm e um ombro em ~360 nm com alargamento em toda regido espectral. Para
as amostras coletadas (figura 22 (b)) essas bandas sao mais bem definidas, além de
outras bandas em ~480 e 630 nm. A falta de resolugcéo espectral para as amostras

comerciais € um indicativo da presenca de taninos hidrolisados 122.
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Figura 22 — Sinal fotoacUstico para as amostras comerciais (a) e coletadas (b) incluindo a amostra
adulterante
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A partir destes resultados, foram efetuados ajustes gaussianos nos espectros
da Figura 22, considerando bandas de absor¢édo nas regides: 280 nm, 380 nm, 460
nm e 630 nm. Na Figura 23 tem um exemplo de ajuste para as amostras alcom (Fig.
23 (a)) e a8col (Fig. 23 (b)). No intuito de poder comparar as areas das gaussianas,

manteve-se a posicao e largura fixas de cada centro absorvedor.
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Figura 23 — Ajustes gaussianos para as amostras (a) alcom e (b) a8col, sendo a (a) uma amostra
comercial e a (b) uma amostra coletada
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Na Figura 24 apresenta-se o comportamento das areas das gaussianas para

as diferentes amostras analisadas.

Figura 24 — Comportamento das areas das gaussianas para as diferentes amostras de Maytenus
ilicifolia e a amostra de Citronella congonha
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Para a area da banda em ~280 nm nao foi observado diferencas significativas
exceto para as amostras al2col e al3col, assim como a amostra aCG apresentou
aumento na area desta banda. Para a regidao em 380 nm, observa-se que a amostra
ad4com possui maior area enquanto que as amostras al2col, al3col e aCG possui
area distinta. As areas entre 480 nm e 630 nm sdo as que separam as amostras
comerciais das coletadas (comportamento destacado com o circulo rosa na Figura
24). De acordo com Valladéo e colaboradores, essa regido € associada a absorcéo
de carotenos, clorofilas e outros pigmentos similares 13°. A partir destes resultados
observa-se comportamentos distintos para as amostras comercias e coletadas,
mostrando que a espectroscopia fotoacustica pode ser utilizada na validagdo de

plantas medicinais.
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6 CONCLUSOES

Neste estudo, foram utilizadas as técnicas de espectroscopia no infravermelho
por Transformada de Fourier, espectroscopia fotoacustica e analise por componentes
principais como métodos para caracterizar a Maytenus ilicifolia e a diferenciagcéo entre
uma amostra adulterante de Citronella congonha.

Com os resultados do FTIR foi possivel distinguir entre as amostras
comerciais e coletadas e também a diferenciagdo com a amostra adulterante de
Citronella congonha.

Pela andlise da PCA observou-se a presenca dos taninos condensados e
hidrolisados nas amostras.

A espectroscopia fotoacustica indicou distincao entre as amostras comerciais
e coletadas e a amostra adulterante sendo realizado ajuste gaussianos para as
amostras, mostrando que esta técnica pode ser utilizada na validacdo de plantas
medicinais.

As metodologias utilizadas conseguiram identificar caracteristicas das
amostras, podendo ser realizada a diferenciacdo, além de mostrar ferramentas
alternativas breve, precisa, nao sendo necessario um preparo minucioso e de relacéo
custo-beneficio apropriada no controle de qualidade da espinheira-santa, podendo ser
utilizadas para estudos posteriores de controle de qualidade e adulteracdo de

amostras de espécie vegetais.
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ANEXO A — Exsicatas das amostras coletadas
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Figura 25 — Exsicata depositada herbario UEPG - amostra coletada bairro Nossa Senhora das Gracas do
municipio de Ponta Grossa - PR — registro 22245 — amostra al3col

Fonte: O autor
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Figura 26 — Exsicata depositada herbario UEPG - amostra coletada no bairro Jardim Carvalho do
municipio de Ponta Grossa - PR - registro 22246 — amostra allcol

Fonte: O autor
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Figura 27 — Exsicata depositada herbario UEPG - amostra coletada no bairro SAN MARTIN no
municipio de Ponta Grossa — registro — 22248 — amostra al2col

Fonte: O autor
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Figura 28 — Exsicata depositada herbario UEPG - amostra coletada no municipio de Pirai do Sul - PR
- registro — 22249 — amostra a8col
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Figura 29 — Exsicata depositada herbario UEPG - amostra coletada no Horto Botanico do municipio de
Ponta Grossa - PR —registro 22151 — amostra a9col
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Figura 30 — Exsicata depositada herbario UEPG - amostra coletada no municipio de Castro - PR -
registro 22153 — amostra a7col

Fonte: O autor



