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RESUMO

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse da populacdo por medicamentos e
suplementos naturais como substitutos dos medicamentos sintéticos. Porém, ha
diversos problemas envolvendo o elevado consumo desses produtos, como o grande
namero de casos de automedicacdo sem acompanhamento meédico, e ainda, a falta
de fiscalizacdo e controle de qualidade desses medicamentos, podendo acarretar
casos de falsificacao e adulteracdo. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi analisar
amostras de dois tipos de produtos naturais para avaliacdo de autenticidade e
qualidade desses produtos. Em uma das aplicagcdes foram analisadas 43 amostras de
Hypericum Perforatum L. (Erva de Sao Jodo). As amostras comerciais foram
analisadas por espectrometria de massas com ionizacao por paper spray (PS-MS) e
fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF), e os resultados processados por
ferramentas quimiométricas. Por meio das analises por PS-MS foi possivel identificar
amostras que continham outros principios ativos além do Hypericum perforatum.
Desta maneira, 52,3% das amostras foram consideradas adulteradas. Pelas analises
por TXRF foi possivel identificar e quantificar 19 elementos presentes nas amostras.
Foram construidos modelos PCA (Analise de componentes principais) para os dados
obtidos por PS-MS e para os obtidos por TXRF, assim como um modelo de fusao de
dados, concatenando os resultados das duas técnicas. Na segunda aplicacdo, foram
analisadas 28 amostras (em capsulas) de Goji berry (Lycium barbarum) por PS-MS.
Da mesma forma, através de seus espectros foi possivel notar a auséncia de
compostos caracteristicos do fruto em 18 amostras, indicando casos de falsificagao
dos produtos. Foi construido um modelo PCA a partir dos dados obtidos para avaliar
a dispersdo das amostras. A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar a
simplicidade e aplicabilidade da técnica PS-MS para avaliagdo de autenticidade de
fitoterapicos e suplementos e concluir que é clara a necessidade de um maior controle

de qualidade desses produtos naturais no Brasil.

Palavras-chave: Erva de Sao Jodo; Goji berry; espectrometria de massas com
ionizacdo por paper spray; fluorescéncia de raios X por reflexdo total, andlise de

componentes principais; fusdo de dados.



ABSTRACT

Recently, the population's interest in medicines and natural supplements as
substitutes for synthetic drugs has grown. However, there are several problems
involving the high consumption of these products, such as the large number of cases
of self-medication without medical supervision, and also the lack of inspection and
quality control of these medicines, which may lead to instances of forgery and
adulteration. Thus, the objective of this work was to analyze samples of two types of
natural products to assess the authenticity and quality of these products. In the first
application, 43 samples of Hypericum Perforatum L., known as St John's wort, were
analyzed. Commercial samples were analyzed by paper spray mass spectrometry
(PS-MS) and total reflection X-ray fluorescence (TXRF), and the resulting data were
processed by chemometric tools. Through PS-MS spectra, it was possible to identify
samples containing other active principles in addition to Hypericum perforatum.
Therefore, 52.3% of the samples were detected as adulterated. Through TXRF data,
it was possible to identify and quantify 19 elements present in the samples. PCA
(Principal Component Analysis) models were built for the data obtained by PS-MS and
for those obtained by TXRF, as well as a data fusion model, concatenating the results
of the two techniques. In the second application, 28 commercial samples (in capsules)
of Goji berry (Lycium barbarum) were analyzed by PS-MS. Likewise, through mass
spectra, it was possible to detect the absence of compounds characteristic of the fruit
in 18 samples, indicating cases of product counterfeiting. A PCA model was built from
the data obtained to evaluate the dispersion of the samples. From the results obtained,
one can verify the simplicity and applicability of the PS-MS technique for assessing the
authenticity of herbal medicines and supplements and conclude that there is a clear

need for greater quality control of these natural products in Brazil.

Keywords: St John's wort; Goji berry; paper Spray Mass Spectrometry; total reflection
X-ray fluorescence spectrometry; principal component analysis, data fusion.
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1 INTRODUGCAO

Tem crescido cada vez mais a preferéncia da populacdo pelo consumo de
medicamentos e suplementos naturais ao invés de medicamentos sintéticos. Isso
ocorre, principalmente, associado a ideia de que os produtos naturais ndo tém efeitos
colaterais, mas também por eles serem mais acessiveis e de menor custo quando
comparados aos medicamentos sintéticos correspondentes, e por grande parte deles
serem adquiridos sem prescricdo médica no Brasil. Porém, h& diversos problemas em
relacdo a isso, como a grande ocorréncia de automedicacdo com esses produtos
(muitas vezes com consumo excessivo), sem acompanhamento médico, podendo
acarretar prejuizos a saude, como intoxicacao e efeitos adversos. E ainda, como ha
uma grande falta de fiscalizacdo e controle de qualidade, ndo sé no Brasil, mas em
diversos paises, sao relatados inimeros casos de falsificacdo e adulteracdo desses
medicamentos naturais, seja pela adicdo de substancias que nao constam nos rétulos,
sendo essas muitas vezes sem valor terapéutico, ou até mesmo, prejudiciais a saude,
seja pela contaminagdo por metais pesados ou apenas pela auséncia do principio

ativo.

A espécie Hypericum perforatum L., conhecida popularmente como Erva de
Sao Jodo, é uma planta comumente utilizada para tratamento de depressdo e
transtornos psiquiatricos, sendo uma das plantas medicinais mais consumidas no
mundo (Mauri e Pietta, 2000). Suas propriedades séo atribuidas principalmente a
metabdlitos como hipericina, pseudo-hipericina e hiperforina, além de flavonoides e
acidos fenolicos (Koyu e Haznedaroglu, 2015). Apesar de ser nativa da Europa e Asia,
a Hypericum perforatum também pode ser encontrada em diversos outros paises,
incluindo os da América Latina. Portanto, é possivel que haja diferencas em sua
composicao pela diferenca de distribuicdo geografica, devido a fatores como clima e
composicdo do solo, o que resulta em diferentes teores dos metabdlitos e nutrientes
inorganicos dependendo da regido de cultivo. Além disso, como mencionado
anteriormente, assim como nos demais produtos naturais, € possivel a ocorréncia de
falsificacdo dos produtos comerciais de Hypericum perforatum pela falta de

fiscalizagao e controle de qualidade (Scotti et al., 2019; Hoban et al., 2018).
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Os frutos de Goji berry (Lycium barbarum) apresentam elevado valor nutricional
por conterem grande quantidade de nutrientes, como vitaminas, minerais, fibras e
proteinas, sendo muito benéficos a salude e capazes de prevenir doencas. Por isso,
eles estdo sendo cada vez mais utilizados e consumidos em todo 0 mundo, seja como
fruta, matéria-prima de alimentos, cha ou suplemento alimentar (Liu et al., 2021). De
acordo com estudos e trabalhos publicados, autores alegam que os frutos de Goji
berry podem ser utilizados para melhoria do sistema imunolégico, prevencao de
cancer, como importante fonte de vitamina C, além de ter efeitos positivos no
metabolismo, retardando envelhecimento, evitando fadiga, contribuindo para o
controle da glicose em diabéticos e apresentar propriedades antioxidantes (Wu et al.,
2018; Yang et al., 2022). A bioatividade dos frutos de L. barbarum esta intimamente
associada aos seus componentes fitoquimicos, como polissacarideos, polifendis,
carotenoides, acidos fendlicos, flavonoides, &cidos graxos, aminoéacidos,
espermidinas, minerais e vitaminas (Wu et al., 2018; Yang et al., 2022; Ahad et al.,
2020; Inbaraj et al., 2008). Devido a grande procura por produtos a base de Goji berry,
seu valor comercial pode ser muito elevado, o que chama atengéo para possiveis

casos de adulteracédo desses produtos.

Uma abordagem que pode ser extremamente (til e importante no estudo
desses produtos naturais é a determinacédo e avaliacdo dos metabdlitos secundarios
dos vegetais, que sdo compostos produzidos em plantas com objetivo principal de
protecdo a estresses abibticos e biodticos, além de possuirem valores nutricionais e
farmacoldgicos importantes na nutricdo humana (Gottlieb e Borin, 2001). Nesse
contexto, diversos estudos podem ser realizados com a finalidade de desenvolver
metodologias para analises qualitativas e/ou quantitativas de espécies vegetais,
incluindo etapas de extragdo e uso de moderna instrumentagéo analitica (Funari et al.,
2013).

Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar amostras de produtos naturais
(Erva de Sao Joao e Goji Berry) vendidos como fitoterapicos ou suplementos,
avaliando a autenticidade e um dos aspectos da qualidade — presenca de metais
toxicos — desses produtos. Em uma das aplicacoes, foram analisadas 43 amostras de
Hypericum perforatum L. adquiridas no comércio local de diversas cidades brasileiras,
assim como em outros paises, por espectrometria de massas com ionizagao por paper

spray (PS-MS) e fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF). Utilizando PS-MS
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procurou-se determinar os principais metabdlitos secundarios presentes nos vegetais,
avaliando a autenticidade dos produtos. Através de TXRF, foram avaliados os
elementos inorganicos presentes nas amostras. Utilizou-se também ferramentas
quimiométricas, como andlise de componentes principais (PCA) e fusdo de dados,
com o intuito de identificar grupos de amostras que possuem composi¢cao quimica
similar. Em outra aplicacéo, foram analisadas 28 amostras comerciais de Goji berry
por PS-MS. Da mesma forma, através de seus espectros de massas, buscou-se
determinar os metabdlitos caracteristicos da Lycium barbarum para avaliar a
composicdo dos produtos e possiveis adulterantes, e através de um modelo PCA foi

avaliada a dispersdo das amostras com relacéo as suas composi¢des quimicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Consumo de produtos naturais

Nos ultimos anos, houve um crescimento na utilizacdo de plantas utilizadas
com propositos terapéuticos, como suplementos alimentares e fitoterapicos, podendo
ser utilizadas as suas diferentes partes (folhas, frutos, caules e raizes), assim como
formulag@es derivadas (capsulas, comprimidos ou misturas para chas) (Calahan et al.,
2016). De acordo com Shaheen, em seu livro publicado em 2019, foi estimado que
80% da populacdo mundial use plantas medicinais com frequéncia ou tenha usado
em determinados momentos da vida; enquanto nos paises em desenvolvimento,
essas taxas podem chegar até a 95%. Além disso, estima-se também que a venda de
medicamentos naturais cresce em média 6,4% ao ano em todo o mundo (Shaheen et
al., 2019).

A alta procura por medicamentos naturais pode ser motivada pela crescente
insatisfacdo do consumidor com os medicamentos sintéticos, j& que muitos deles
possuem efeitos colaterais, enquanto a maioria da populacdo acredita que o0s
medicamentos naturais ndo apresentem tais efeitos. Além disso, ha, na maioria dos
paises, uma maior facilidade em adquirir produtos naturais, e com pre¢cos mais
acessiveis, comparados aos medicamentos sintéticos. De fato, muitas plantas podem
conter grande quantidade de moléculas terapéuticas bioativas e o beneficio para a
saude é evidente em muitos estudos cientificos, porém também ha estudos que
revelam que o consumo dessas plantas pode acarretar efeitos colaterais diversos
(Calahan et al., 2016; Sarker, 2014).

Somado a possibilidade de efeitos colaterais, os medicamentos naturais sao
normalmente utilizados por automedicacdo, ou seja, sem prescricdo médica. Essa
situacao é preocupante pelo fato de que a utilizacdo inadequada de qualquer produto,
mesmo com baixa toxicidade, pode acarretar sérios problemas de saulde,
principalmente se existirem fatores de risco, como contraindicacao por problemas de
saude, ou possiveis problemas com o uso concomitante com outros medicamentos
(Silveira, Bandeira e Arrais, 2008).

Um problema ainda mais preocupante, que esta chamando a ateng¢do dos
orgaos de vigilancia e de saude do mundo todo, sdo os casos de adulteracbes dos

produtos naturais, principalmente em formulacdes que ja sado vendidas processadas.
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De acordo com Shaheen, os casos mais comuns de adulteracdes que podem ocorrer
sao a troca de principios ativos nas formulagdes, ou mesmo a auséncia desses, e a
adicao intencional de outras substancias. Além disso, € possivel ocorrer contaminacao
por metais pesados nos produtos devido a deficiéncia no controle de qualidade
(Shaheen et al., 2019).

Devido aos casos de adulteracdo, diversos paises tém aumentado a vigilancia
dos medicamentos naturais. Apesar de haver politicas publicas e investimentos ha
anos, incentivados pela OMS desde 1978, a atencao se voltou para esse assunto
apenas recentemente. Nos Estados Unidos, por exemplo, diversos profissionais,
como toxicologistas, farmacéuticos e quimicos, tém se empenhado em estudar os
efeitos colaterais de diversas plantas medicinais. A organizacdo American Herbal
Pharmacopoeia (AHP) possui mais de 2000 monografias publicadas em seu site com
informacdes a respeito de diversos produtos naturais, seus riscos e beneficios
conhecidos. Na Alemanha, devido a intensa vigilancia dos produtos naturais, mais de
400 fitoterapicos ja foram submetidos a analises, sendo que muitos deles foram
retirados do mercado devido a elevada toxicidade e risco a saude. Outros paises,
como lItalia e Australia, também tém se destacado atualmente pela vigilancia e estudos
desses medicamentos naturais (Silveira, Bandeira e Arrais, 2008).

No Brasil, nas ultimas décadas algumas normativas foram editadas pela
ANVISA, estabelecendo paréametros para seguranca, eficAcia e qualidade dos
produtos, além de registro e comercializacdo em todo o pais (Henrique et al., 2014).
O Ministério da Saude junto a ANVISA definiu alguns termos e normas referentes as
plantas utilizadas com propoésitos terapéuticos. De acordo com essas defini¢des,
plantas medicinais sdo conceituadas como espécies vegetais, cultivadas ou nao,
utilizadas com propositos terapéuticos. Ha uma definicdo também para drogas
vegetais notificadas, que sdo aquelas que tém origem nas plantas medicinais ou suas
partes, e passam por processos de colheita e secagem, podendo ser integras,
trituradas ou pulverizadas. Essas drogas vegetais s podem ser utilizadas durante um
curto periodo de tempo, por via oral ou topica, devendo ser disponibilizadas apenas
na forma de plantas secas, e comercializadas em farmécias e drogarias. Porém, elas
ndo sdo consideradas medicamentos e, por isso, sdo isentas de prescricdo médica. A
ANVISA também define medicamentos fitoterapicos como aqueles obtidos a partir de

matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sejam baseadas em
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evidéncias clinicas e que sejam caracterizados pela constancia de sua qualidade. Os
fitoterapicos, assim como suas matérias-primas, passam por uma seérie de
regulamentacdes e controle de qualidade no Brasil, e s6 podem ser comercializados
apos aprovacao da ANVISA. Nessa categoria entram os comprimidos, capsulas e
demais formulagdes farmacéuticas, e eles sdo considerados medicamentos, portanto,
a maioria desses produtos necessita de prescricdo médica (Carvalho et al., 2012).
Para todos esses produtos fitoterapicos serem registrados e comercializados, é
necessario a apresentacdo, por parte da empresa, de relatérios de estudo de
estabilidade, producdo e controle de qualidade, além de seguranca e eficacia
(Ministério da Saude, 2014). J& os suplementos alimentares, de acordo com a
ANVISA, sado destinados a fornecer nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou
probiéticos em complemento a alimentacdo. Essa categoria foi criada no Brasil em
2018 e, apesar de ndo serem considerados medicamentos, 0s suplementos também
devem passar por uma série de procedimentos de seguranca e controle de qualidade
para que sejam comercializados (ANVISA, 2020).

Porém, apesar de haver regulamentacdo no Brasil, continuam presentes no
mercado produtos que ndo atendem aos requisitos necessarios, pois ndo ha
confiabilidade com relacdo a autenticidade e ao controle de qualidade (Henrique et al.,
2014). Muitos dos produtos sdo comercializados sem a fiscalizagdo necesséaria, ja que
ndo possuem nem informagdes nos rotulos, e ndo necessitam prescricdo médica.

Além das normativas que envolvem saude publica, também ha leis que tipificam
algumas dessas acdes como crimes. De acordo com a Lei n® 9.677 de 02/07/1998,
chamada de Lei dos Crimes Contra a Saude Publica, é ilicito, de acordo com o Art.
273, “Falsificar, corromper, adulterar ou alterar produto destinado a fins terapéuticos
ou medicinais”, com pena de reclusao, de 10 a 15 anos, e multa. Ainda de acordo com
esse artigo, estao sujeitos a mesma pena quem importa, vende ou, de qualquer forma,
distribui ou entrega a consumo esses produtos falsificados ou adulterados. De acordo
com o Art. 275 dessa mesma Lei, € crime “Inculcar, em involucro ou recipiente de
produtos alimenticios, terapéuticos ou medicinais, a existéncia de substancia que nao
se encontra em seu conteldo ou que nele existe em quantidade menor que a

mencionada”, com pena de reclusdo de 1 a 5 anos, e multa. (BRASIL, 1998)
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2.2 Autenticidade de plantas medicinais

De maneira geral, as plantas utilizadas com propdésitos terapéuticos podem
apresentar problemas de autenticidade, tanto por adulteracdes quanto por falta de
conhecimento de quem comercializa esses produtos. Um problema bastante comum
€ a troca por espécies semelhantes, tanto na aparéncia dos vegetais quanto pelo fato
de que plantas diferentes podem ter o0 mesmo nome popular. Normalmente, isso
ocorre de forma ndo intencional, e é causada pelo desconhecimento do vendedor ou
do consumidor. Pode ocorrer também a comercializa¢do de produtos contaminados
por metais toxicos ou pesticidas, uma vez que o controle de qualidade destes produtos
nao € tao rigoroso. As adulteracdes incluem a auséncia ou a menor concentracao de
principio ativo do que se espera ter no produto, além da adi¢cdo intencional de
substancias, sendo muito comum a adi¢do de farmacos sintéticos. Tais adulteracdes
podem causar diversos problemas aos consumidores, como efeitos colaterais,
intoxicacdo e problemas relacionados a interacdo desses produtos com outros
medicamentos no organismo (Shaheen et al., 2019).

Alguns casos de adulteracdo desses medicamentos e os efeitos colaterais
causados ja foram relatados na literatura. Um desses casos ocorreu em Hong Kong,
no qual trés pessoas foram hospitalizadas com problemas hepaticos apés terem
tomado um cha natural para fins de emagrecimento. Porém, nos chas foram
encontrados farmacos analogos a fenfluramina e a sibutramina, o que ocasionou
insuficiéncia hepética nos trés consumidores, e a necessidade de transplante de
figado em um deles. Um exemplo de caso envolvendo a intoxicacdo por metais
pesados ocorreu com um britanico de 35 anos que consumiu um fitoterapico indiano
e, posteriormente, apresentou sintomas de problemas motores e atrofia muscular.
Com isso, foi descoberto que ele foi intoxicado por arsénio que estava presente nesse
fitoterapico (Calahan et al., 2016). No Brasil, um estudo revelou que entre 2016 e 2017
foram identificados mais de 2000 casos de intoxicacao por plantas (de Melo et al.,
2021). Mais recentemente, diversos noticiarios apresentaram casos de pessoas com
sérios problemas hepaticos, e até mesmo 0Obitos, devido ao consumo excessivo de
produtos naturais (Oliveira e Costa, 2022).

Além desses, estudos de diversos outros paises revelaram problemas de

contaminacao ou adulteracao de produtos naturais e a clara necessidade de um maior
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controle de qualidade desses produtos (Sarker, 2014; Posadzki, Watson e Ernst,
2013; Xu et al., 2019). Com esse proposito, varios estudos foram realizados utilizando
diversas técnicas analiticas, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cromatografia em camada delgada (TLC) ou cromatografia em camada delgada de
alta eficiéncia (HPTLC), espectrometria de absor¢céo molecular no infravermelho (IR),
cromatografia gasosa (GC) e eletroforese capilar (CE), além de técnicas de
identificacdo molecular e espectrometria de massa (MS) em conjunto com ferramentas
quimiométricas (Yao et al., 2018). Nesta tese, foram utilizadas as técnicas de
espectrometria de massas e espectrometria de fluorescéncia de raios X juntamente

com quimiometria.

2.3 Estudo de metabdlitos

Uma abordagem interessante no estudo de vegetais é a analise de seus
metabolitos, que pode ser realizada pela andalise quantitativa de determinados
metabdlitos previamente selecionados ou pela andlise abrangente de todos os
analitos presentes em um sistema biol6gico. Os metabdlitos sdo compostos de
baixo peso molecular (<1500 Da) que participam ou interferem em processos
bioquimicos, atuando como substratos, produtos finais ou intermediarios, ou seja, 0s
metabdlitos podem ser formados, degradados ou transformados a partir das reacdes
quimicas que acontecem nos organismos, sendo esse conjunto de reacdes
denominado metabolismo. Os metabdlitos podem ser divididos em dois grupos, 0s
metabalitos primarios e os secundarios. Os metabdlitos primarios incluem os lipideos,
nucleotideos e glicidios, que sdo moléculas essenciais aos organismos vivos com
determinadas funcdes vitais. Ja os metabdlitos secundarios sao produtos de reacdes
biossintéticas dos metabdlitos primarios, apresentando normalmente importantes
atividades biolégicas. Eles estéo relacionados a interacdo dos organismos com o meio
ambiente (Gottlieb e Borin, 2001).

As andlises metabdlicas de plantas sdo importantes pelas alteracfes que elas
sofrem, ja que as plantas sao seres vivos que sofrem grande influéncia de condi¢des
do ambiente como luz, umidade, temperatura, suprimento nutricional, entre outras.
Assim, o0 sistema vegetal se comporta de acordo com a resposta do ambiente,

alterando o perfil de metabdlitos, o que depende também do estdgio do crescimento
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da planta (Weckwerth, 2003). A complexidade se da também devido ao grande
namero de metabdlitos existentes — em 2003 estimava-se que no reino vegetal o
namero de metabdlitos ja fosse superior a 200 mil (Weckwerth, 2003).

Portanto, para uma analise adequada, a escolha do preparo de amostras e das
técnicas de andlise sdo etapas muito importantes nesse tipo de abordagem. Com
relacdo ao preparo de amostras, € comum o emprego de técnicas de extracdo, em
gue normalmente sao utilizadas misturas de agua/alcool juntamente com sonicacao
ou micro-ondas, podendo também ser utilizadas outras técnicas, como extracao por
fluido supercritico e pervaporacao. Qualquer alteracdo quanto a temperatura, pressao
e composicdo dos solventes pode causar grandes mudancas na qualidade dos
extratos e até a degradacao dos metabdlitos. O preparo de amostras empregado deve
ser compativel com a técnica analitica, sendo as mais utilizadas para essa finalidade:
eletroforese capilar, espectrometria de massas, espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) e cromatografias liquida ou gasosa acopladas a diferentes
detectores (Canuto et al., 2018).

Scognamiglio et al. (2019) realizaram um estudo metabolémico por RMN de
plantas mediterraneas, pois elas sdo caracterizadas por apresentarem um alto teor de
metabdlitos secundarios importantes como reguladores de crescimento, podendo ser
Uteis para o desenvolvimento de novos herbicidas ecolégicos. Para isso, cinco
espécies foram utilizadas como doadoras (Pistacia lentiscus, Bellis sylvestris, Phleum
subulatum, Petrohrhagia saxifraga e Melilotus neapolitana) e trés como espécies
receptoras (Triticum durum, Triticum ovatum e Avena fatua). Para a extracdo das
plantas doadoras foi utilizada uma mistura metanol/dgua (1:1) juntamente com
sonicagéao por 40 minutos. Posteriormente, tais extratos foram utilizados para tratar as
espécies receptoras. Como resultado, os autores identificaram duas das espécies
doadoras (Melilotus neapolitana e Bellis sylvestris) como fitotoxicas, pois elas afetam
um conjunto especifico de metabdlitos (como agucares e aminoécidos) e, portanto,
vias metabdlicas cruciais para o desenvolvimento das plantas (Scognamiglio et al.,
2019).

Abdelhafez et al. (2019) avaliaram o perfil de metabdlitos de trés espécies de
hibisco (Hibiscus mutabilis L., H. schizopetalus e Malvaviscus arboreus Cav.) além de
seus potenciais antioxidante e anti-infeccioso. Os extratos foram obtidos com 95% de

etanol e concentrados sob vacuo até secura. Posteriormente, parte do extrato foi
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suspenso em agua destilada e extraido sucessivamente com éter de petréleo,
diclorometano e acetato de etila. Em seguida, os extratos foram analisados por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo com
ionizacao por eletrospray (LC-HR-ESI-MS). Os resultados obtidos foram comparados
por PCA e andlise discriminante por minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-
DA). A partir das analises, foram identificados 17 compostos, principalmente das
classes dos flavonoides e fenois. Além disso, em alguns extratos foi comprovado
potencial antioxidante e anti-tripanossdmico. Tais resultados podem ser Uteis para fins
quimiotaxondmicos e de autenticacao, podendo também expandir a base para sua

futura exploracéo fitoquimica e aplicacfes relacionadas a alimentos.

2.4 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas é uma técnica analitica que permite a identificacéo
e quantificacdo de compostos organicos ou inorganicos através da elucidacao de suas
propriedades quimicas e estruturais, com caracteristicas como altas seletividade e
sensibilidade. Ela possui aplicac6es em diversas &reas da quimica e bioquimica, tais
como controle de alimentos, andlises forenses, monitoramento de processos e
diagndsticos clinicos. A técnica consiste na ionizacdo de atomos ou moléculas que
sao separados eletromagneticamente por meio de suas diferentes razdes
massa/carga (m/z) (Hoffman e Stroobant, 2007).

Um espectrdmetro de massas € composto basicamente por cinco partes
(Figura 1), sendo a primeira delas a entrada para introducédo de amostras, que pode
ser empregada juntamente com outras técnicas, como cromatografia liquida ou
gasosa, ou utilizada por injecao direta das amostras; em seguida, ha uma fonte de
ionizacao, responsavel por conferir carga aos analitos, podendo a formacao dos ions
ocorrer a partir da aplicacdo de uma alta energia, como por exemplo na ionizacéo por
impacto de elétrons, ou através de reacdes &cido/base. Os ions gerados sao
posteriormente acelerados por campos elétricos e/ou magnéticos até chegarem aos
analisadores, responsaveis por separa-los e seleciona-los de acordo com suas
diferentes razdes m/z e/ou pelas fragmentacdes dos analitos de interesse. Por fim, 0s
ions sdo enviados ao detector, responsavel por fazer a sua “contagem”, medindo suas

abundancias por meio da conversao em sinais elétricos. Esses sinais sdo, entao,
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processados por um sistema de aquisicdo de dados, interpretando a informacao
produzida pelo detector para elaboracdo de espectros de massas (Hoffman e
Stroobant, 2007; Shen et al., 2013).

Introdug&o altovacuo Espectro de
da amostra Entrada massas

C Fonte de :; : Aquisicdo
|on|zacao @ - finafessior - Detector - de dados :D
) o © b LLk.l i

Figura 1. Desenho esquematico de um espectrdmetro de massas.
(Paula, de, 2018).

2.4.1 Analisadores

Um analisador de massas define a resolugéo do equipamento como baixa ou
alta, de acordo com a capacidade de produzir sinais distintos para ions com pequenas
diferencas entre suas relagcdes massa/carga. Dentre os diversos tipos de analisadores
existentes, podem ser destacados o0s analisadores quadrupolos (Q), por
aprisionamento de ions (lon Trap - IT), Orbitrap (OT) e por tempo de voo (time of flight
— TOF). Na espectrometria de massas sequencial (MS/MS) pode haver a combinagao
em série de varios analisadores, como por exemplo, o triplo quadrupolo (QQQ)
(Hoffman e Stroobant, 2007). Nesta tese foi utilizado espectrobmetro de massas com
analisador do tipo lon Trap, que pode ser compreendido comparando-o ao analisador
quadrupolo.

O analisador quadrupolo utiliza a estabilidade da trajetoria em campos elétricos
oscilantes para separar os ions de acordo com suas razdes m/z. O dispositivo é
formado por quatro barras (eletrodos) paralelas na dire¢cdo dos feixes dos ions. A
essas barras sdo aplicadas voltagens de corrente continua e uma radiofrequéncia, o
gque gera um campo eletrostatico oscilante, permitindo que o0s ions sejam
seletivamente estabilizados ou desestabilizados de acordo com as suas razdes m/z.
Dessa forma, ions de diferentes valores m/z chegam ao detector, podendo por fim,
serem diferenciados (Hoffman e Stroobant, 2007).
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O analisador do tipo IT possui um principio similar ao quadrupolo, porém ao
invés dos ions descreverem uma trajetéria através do ambiente quadrupolar, eles séo
aprisionados nele. Esses ions, apds adentrarem no dispositivo, adquirem movimentos
de precessao que sao sucessivamente cessados, ocorrendo, posteriormente, a
deteccdo de acordo com suas razbes m/z. Esse dispositivo € amplamente utilizado
devido as suas vantagens, tais como alta sensibilidade, devido a capacidade de pré-
concentrar os ions antes de serem enviados ao detector, e sua capacidade de
identificar e quantificar componentes de alto e baixo peso molecular, até mesmo em

misturas complexas (Hoffman e Stroobant, 2007).

2.4.2 Técnicas de ionizacdo

Dentre os diversos tipos de fontes de ionizacao, as pioneiras foram a ionizagao
por “impacto eletrénico” (electron ionization - El) e a ionizagdo quimica (chemical
ionization - Cl), que séo técnicas classicas realizadas sob alto vacuo e requerem a
utilizagé@o de elevadas energias de ionizacao e temperaturas, inviabilizando a analise
de alguns analitos, como, por exemplo, biomoléculas de elevada massa molecular. A
partir do final da década de 80, foram desenvolvidos diferentes técnicas de ionizacao
capazes de produzir ions a pressédo atmosférica, possibilitando analises diretas e em
tempo real de moléculas maiores e néo volateis, como a ioniza¢ao por electrospray
(ESI) e suas variantes, podendo ser destacadas a ionizagcdo por dessorcao
electrospray (DESI) e a ionizacdo por paper spray (PS-MS) (Hoffman e Stroobant,
2007; Wang et al., 2010).

Esta tese baseou-se na utilizagédo da técnica de ionizacao por paper spray (PS-
MS), cujo mecanismo de ionizacdo é semelhante ao ESI. Desse modo, tal mecanismo
sera descrito a seguir para uma melhor compreensao da técnica PS-MS, a que sera
descrita posteriormente.

A ionizagao por electrospray (ESI) (Figura 2), proposta por John Fenn et al. em
1989, permite que ions sejam transferidos de espécies em solu¢cbes aquosas para a
fase gasosa. Nessa técnica, ocorre a passagem de um liquido através de um capilar
de metal extremamente fino, onde €& empregada uma diferenca de potencial
ocasionando a formacao de microgotas altamente carregadas e gerando o chamado

cone de Taylor na interface liquido/ar. Com a evaporacdo do solvente, ha uma
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diminuicdo do tamanho dessas gotas, causando um aumento da repulsao eletrostatica
entre as cargas das suas superficies, até a ocorréncia do fendbmeno de “explosao
coulébmbica”, que favorece a liberagéo dos ions, formando-se, assim, um fino spray de

particulas carregadas (Fenn et al., 1989; Crotti et al., 2006).

Molécula do analito Evaporacédo Exploséo ]
do solvente couldmbica Analisador

+
Lty +(®)+
+, + + +
+ 3

+
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Ponta tubo capilar

Fonte de alimentagéo
+vye —ve

Figura 2. Representacdo esquematica da ionizagao electrospray (ESI).

(Banerjee e Mazumdar, 2011).

2.4.2.1 lonizagao por paper spray (PS-MS)

A ionizagao por paper spray foi descrita por Cooks et al. em 2010 e desde entédo
tem recebido bastante atencédo devido as suas vantagens, tais como simplicidade,
baixo custo, eficiéncia, rapidez, e baixo consumo de amostras e de solventes, além
de possibilitar analises qualitativas e quantitativas de misturas complexas com o
minimo preparo de amostras (Wang et al., 2010).

Esta técnica consiste na aplicacdo de uma pequena quantidade de amostra
(cerca de 1 a 10 pL) a um substrato poroso, normalmente utilizando-se papel
cromatografico cortado na forma de um tridngulo equilatero, o qual é posicionado na
entrada do espectrdmetro de massas. Em seguida, um pequeno volume de solvente
(10 a 50 pL) é adicionado ao papel, com o intuito de favorecer o processo de ionizacao,
e um potencial é aplicado na sua base a fim de se obter um fino spray de goticulas de
solvente contendo os analitos ionizados. De modo semelhante ao ESI, a medida em
que o solvente evapora ocorre a liberagcdo dos ions dessolvatados que serdo
analisados pelo espectrdmetro de massas. Um esquema da montagem do PS-MS

esta representado na Figura 3.
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Figura 3. Desenho esquematico da montagem do sistema PS-MS.
(Liu et al., 2010).

Alguns autores desenvolveram trabalhos a fim de tentar compreender o
mecanismo da ionizag&o por paper spray e puderam avaliar a influéncia de algumas
variaveis na formacao do spray, tais como o tipo de papel e seu posicionamento em
frente a entrada do espectrometro, a angulacdo da ponta do papel e o tipo de solvente
mais adequado para a formagao das gotas.

Espy et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de entender o
mecanismo do paper spray e puderam observar a formacéo de diversos sprays na
ponta do papel (cone de Taylor), o que é responsavel pela grande eficiéncia de
ionizacao (Figura 4). Os autores também notaram que alguns fatores influenciavam a
ionizacdo, como a composicao e fluxo do solvente, a tensdo aplicada no papel e a
distancia do papel até a entrada do espectrometro. A medida que a composic¢éo do
solvente se tornava mais viscosa (aumento do teor de agua e diminuicdo do teor de

metanol) ocorria a diminui¢do do spray.

Figura 4. Imagem da formacg&o dos mdltiplos sprays. (Espy et al., 2012).

Yang et al. (2012) avaliaram a geometria do papel para uma maior eficiéncia
na formacao do spray (Figura 5). A primeira observacéo que os autores fizeram é que
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0 spray so se forma em pontas afiadas na borda do papel. Portanto, eles avaliaram
diferentes angulos na ponta do papel (30°, 60°, 90°, 120° e 150°), concluindo que, em
geral, o diametro do spray diminui com o aumento do angulo, ou seja, um menor
namero de particulas chega até o espectrdbmetro de massas, reduzindo a intensidade
do sinal analitico. Além disso, os maiores angulos também produziram menores
correntes elétricas. Portanto, os autores concluiram que menores angulos sao

capazes de gerar sprays mais estaveis e, portanto, sinais analiticos mais intensos.

Figura 5. Diferentes angulos do papel para o PS-MS (papeis cortados em forma circular para
garantir que o spray seja formado apenas nas pontas) e formacao dos sprays em cada

angulacao. (Yang et al., 2012).

Liu et al. (2010) avaliaram a influéncia da posicdo do papel em frente ao
espectrometro de massas. Para isso, um papel contendo uma solucdo padrdo de
cocaina/agua foi posicionado, podendo ser movido 3 cm na direcdo x € 8 cm na
direcdo y. Foram realizadas analises de acordo com possiveis posicionamentos do
papel, com incremento de 2 mm em cada uma das dire¢des (Figura 6). Os resultados
revelaram que as maiores intensidades do sinal referente a cocaina foram obtidas

pelo posicionamento do papel em uma area de cerca de 5 x 10 mm (plano x-y).
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Figura 6. A) Posicionamento do papel em frente ao espectrdbmetro de massas. B)
Intensidade do sinal referente a cocaina de acordo com o posicionamento do papel. (Liu et
al., 2010).

Com relacao as aplicacfes, a espectrometria de massas com ionizacao por
paper spray tem sido amplamente utilizada nos ultimos anos em analises de matrizes
complexas. Na literatura sdo encontrados diversos estudos referentes a andlises
qualitativas e quantitativas de substancias em matrizes bioldgicas (Wang et al., 2013),
discriminacéo de microrganismos (Hamid et al., 2014), analise de alimentos (Sneha,
Dulay e Zare, 2017), monitoramento de reacfes (Resende et al., 2017), e diversas
aplicactes forenses (Teodoro et al., 2017; Teunissen et al., 2017). Apoés o trabalho de
Deng e Yang (2013), teve inicio também a utilizag@o da técnica PS-MS na obtencéo
de fingerprints, sendo possivel sua utilizacdo para identificacdo e diferenciacdo de
amostras.

Silva (2014) desenvolveu um trabalho de andlises de amostras de ginseng, a
fim de diferencia-las com relacéo as trés espécies existentes (coreano, americano e
brasileiro) por PS-MS, além da quantificagcdo de adulteracfes utilizando calibragédo
multivariada. Dentre as amostras estudadas, o autor identificou uma falsificacdo, de
uma amostra adquirida como ginseng coreano, mas que apresentou sinais referentes
ao ginseng brasileiro. Por fim, foi utilizado o método de calibragcdo multivariada PLS
para quantificacdo dessa adulteracdo. Com relacdo as demais amostras, foi possivel
diferencia-las de acordo com suas espécies.

Silva et al. (2019) analisaram amostras de cagaita, uma fruta do cerrado
brasileiro, por PS-MS, e puderam obter uma impressao digital da fruta, identificando
diversos compostos como &cidos orgéanicos, aglUcares, aminocidos e compostos

fendlicos. Pela anéalise de componentes principais (PCA) foi possivel observar a
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discriminacdo dos constituintes principais dos vegetais, como 0s acucares e

compostos fendlicos.

2.5 Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X (XRF)

A andlise por fluorescéncia de raios X se baseia na medida da intensidade dos
raios X caracteristicos emitidos pelos elementos presentes nas amostras, quando
excitadas por particulas, como prétons, elétrons, ions, raios X ou gama com energias
apropriadas. Quando os elétrons das camadas mais internas dos atomos (como K e
L, por exemplo) recebem energia na regiao dos raios X, ocorre a sua ejecao, criando-
se uma vacancia que é rapidamente preenchida pelos elétrons das camadas mais
préximas. Esse processo resulta em um excesso de energia, que se manifesta na
forma de emissdo de raios X em comprimentos de ondas caracteristicos de cada
elemento, com intensidade proporcional a concentracdo (Santos et al., 2013).

As primeiras evidéncias da aplicacdo de raios X mostraram que para gases
com baixa massa atdmica, a radiagdo secundaria espalhada possuia 0 mesmo
comprimento de onda do feixe de raios X incidido, e a extenséo do espalhamento era
proporcional a massa atbmica do gas. Quanto mais pesado o atomo, mais particulas
carregadas ele contém, e sdo essas particulas as responsaveis pela dispersédo de
raios X. Portanto, os elementos com menores numeros atdmicos apresentam baixa
sensibilidade analitica e baixo valor de energia de emissédo, sendo mais dificeis de
serem detectados por XRF. Foi demonstrado também que a radiacédo proveniente dos
elementos mais pesados pode ser de dois tipos, sendo chamadas de série K
(emissdes mais penetrantes) e série L (menos penetrantes) (Santos et al., 2013).

A XRF é uma técnica multielementar muito versatil, podendo ser aplicada
qualitativa ou quantitativamente em diversas amostras, incluindo sélidos e liquidos,
com o0 minimo preparo de amostras. As técnicas convencionais sao a fluorescéncia
de raios X por dispersédo de comprimento de onda (WDXRF) e por energia dispersiva
(EDXRF).
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2.5.1 Espectrometria de Fluorescéncia de Raios X por Reflexdo Total (TXRF)

A fluorescéncia de raios X por reflexdo total (TXRF) foi proposta por Yoneda e
Horiuchi em 1971, como uma variante da fluorescéncia de raios X por energia
dispersiva (EDXRF) (Yoneda e Horiuchi, 1971). Ela é uma técnica que vem ganhando
cada vez mais destaque, pois, além de possuir as mesmas vantagens das técnicas
convencionais de XRF, como a capacidade de analise multielementar, analise
guantitativa e qualitativa em diversos tipos de matrizes e a hecessidade de minimo ou
nenhum preparo de amostras, a TXRF possui ainda mais vantagens, como a
necessidade de quantidades minimas de amostra (na ordem de pL para liquidos ou
mg para solidos); menores limites de deteccdo, sendo adequada para analise de
elementos em nivel de traco; além de que nesta técnica ndo ocorre efeito de absorcao,
ndo sendo necessario, portanto, a correcdo do efeito de matriz. Porém, como
desvantagens, podem ser destacadas a ocorréncia de sobreposi¢cado dos picos, que
pode resultar em valores superestimados ou subestimados para elementos presentes
em baixas concentracdes, além da impossibilidade de deteccdo dos elementos que
sao utilizados na geracao dos raios X para excitacdo da amostra (Klockenkamper e
Bohlen, von, 1996; La Calle, de et al., 2013).

A diminuicdo nos limites de deteccdo da TXRF com relacdo a EDXRF se da
principalmente pelos angulos de incidéncia e reflexdo. Na técnica de EDRXF, o angulo
de incidéncia e o de fluorescéncia sdo de aproximadamente 45°/45°, enquanto na
TXRF os angulos séao de 0,1°/90°, conforme mostrado na Figura 7. Essa diferenca na
geometria causa a reflexdo total dos raios X, pois o feixe de radiacdo atinge a amostra
com um angulo muito pequeno, sendo minimizada a interagdo com o suporte,
resultando em uma reducédo da absorcéo e do espalhamento da radia¢do na superficie
da amostra. Além disso, a radiacdo emitida € detectada perpendicularmente muito
préxima da amostra (3 a 5 mm), aumentando a eficiéncia de deteccao de raios X, uma
vez que a relacdo sinal analitico/ruido é maximizada (Klockenk&mper e Bohlen, von,
2001; La Calle, de et al., 2013).
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Figura 7. Arranjo simplificado usado na (a) fluorescéncia de raios X convencional e na (b)
TXRF. (Klockenkamper e Bohlen, von, 2001).

2.5.2 Andlise quantitativa em TXRF

Para a realizagdo de andlises quantitativas é necesséria uma simples
calibracédo pela adi¢cdo de um padréo interno as amostras, permitindo assim a corre¢ao
de quaisquer erros operacionais e instabilidade do sistema. Para isso, o elemento
escolhido como padréo interno ndo deve estar presente na amostra e ndo deve
apresentar interferéncia espectral com os elementos a serem quantificados. Sendo
assim, os elementos mais utilizados sédo Ga, Y e Ge (Dhara et al., 2012).

Devido a pequena espessura do filme das amostras sobre o suporte e a alta
energia dos raios X normalmente utilizados na excitagdo, ndo ha ocorréncia do efeito
de absorcao e reforco. Nao € necessario, portanto, correcéo para efeito de matriz.

A equacdo basica para analise quantitativa € a que relaciona a intensidade dos

raios X com a sensibilidade elementar, como mostrado a seguir:

I; =C.S; (Equacgéo 1)

Onde:

I; é a intensidade (cps — contagens por segundo) das linhas Ka e La caracteristicas
emitidas;

C; é concentracdo (mg L ou mg kg?) do analito i na solucéo;

S; é a sensibilidade elementar do sistema (cps/ppm —mg L ou mg kg) para o analito

.

Para o padréo interno, a Equacéo 1 é escrita como:
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p-Sp (Equacéo 2)

A sensibilidade relativa do elemento indica a relacéo entre a intensidade do pico
do analito e a quantidade na amostra. Geralmente, as sensibilidades relativas podem
ser determinadas pelo célculo de parametros fundamentais, como a probabilidade de
excitagdo, a eficiéncia do detector, entre outros. No entanto, uma maneira simplificada
de obter o valor de S’; & analisando uma solu¢cdo multielementar de concentragdes
conhecidas e calculando o fator de sensibilidade que se baseia no pico de cada
elemento (Bruker, 2012). O valor da sensibilidade relativa pode ser determinado
dividindo a Equacédo 1 pela Equacédo 2, a relagdo de sensibilidade do analito e a

sensibilidade do padréo interno, resultando na Equacéo 3.

I;C

g’ itp
i I,C;
pti

(Equacéo 3)
Para o célculo da concentracdo analitica € suficiente rearranjar a Equacao 3,

resultando na Equacéo 4.

I;C
c, =1
IpS1;

(Equacéo 4)

O limite de deteccao (LD) € a menor quantidade de um elemento que pode ser
discriminada em relacéo a radiacdo de fundo (background). Em anélises por TXRF,
os elementos sao determinados e quantificados pelos seus picos de fluorescéncia,
portanto o LD € uma relacdo entre a area do pico e a radiacdo de fundo subjacente a
esse pico. Esta radiacdo consiste no resultado das interacbes das radiacfes
espalhadas pela amostra com o detector, e também, das proprias radiagbes emitidas
pela matriz das amostras. Na Figura 8, € mostrado um fragmento de um espectro para
o material NIST 1640 (material certificado de agua natural), indicando o sinal da
radiacdo de fundo (Nsg) para o elemento Rb (BRUKER, 2012).

Um elemento é considerado detectado se a area do pico for 3 vezes maior que
a da radiacéo de fundo e quantificado se a intensidade do pico exceder em 10 vezes

essa radiacdo. Em alguns espectrometros de TXRF, os valores de LD séo
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determinados automaticamente pelo software do equipamento para cada amostra
analisada durante o processamento dos espectros. Isso € importante, pois os valores
de LD s&o dependentes da composicdo da amostra (que altera o sinal de fundo) e

podem variar entre amostras relativamente similares.

Pulses

13.0
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Figura 8. Fragmento de espectro de raios X do material NIST 1640, em destaque a
intensidade do sinal do background (NBG) e o pico do analito Rb (NI). (BRUKER, 2012).

2.5.3 Preparo de amostras para analise por TXRF

Praticamente todos os tipos de amostras podem ser analisados por TXRF, mas
cada um necessita de um preparo de acordo com seu estado fisico e matriz. As
amostras podem ser analisadas diretamente sem qualquer tratamento, ou podem
passar por digestdo ou calcinacdo, no caso de soélidos, assim como extracao e preé-
concentracdo no caso de liquidos ou suspensfes. No caso das suspensfes, as
amostras pulverizadas (5—100 mg) normalmente sdo suspensas em agua ou acido
nitrico diluido contendo o padrao interno. Um agente estabilizante, ou surfactante,
como o Triton X-100, alcool polivinilico ou polietilenoamino, é utilizado para auxiliar na
sua homogeneidade e estabilidade da suspensé&o. E necessario também a utilizacio
de algum sistema de agitacdo para a obtencdo de suspensfes homogéneas e
estaveis, podendo ser utilizados vortex, agitacdo magnética e sonicacdo. O controle
de todos esses fatores, em conjunto com o tamanho das particulas, que deve ser o
menor possivel, € necessario para se obter suspensfes estaveis, que levem a

resultados mais reprodutiveis (La Calle, de et al., 2013).
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A andlise por TXRF necessita de pequenas quantidades de amostras (1-200
Hg para solidos e 1-100 pL para liquidos), que devem ser depositadas como um filme
fino sobre um disco (geralmente de 30 mm de diametro e 3 mm de espessura), como
representado na Figura 9. Amostras muito espessas podem causar danos ao detector,
ja que este se encontra muito préximo ao porta amostras. Portanto, no caso das
suspensdes, apos homogeneizacdo completa, alguns microlitros sédo depositados no

disco e levados a secagem (La Calle, de et al., 2013).

max.
10 mm
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Figura 9. Representacédo do filme de amostra no disco, para medidas de TXRF. (BRUKER,
2012).

2.6 Quimiometria

Com o avanco das técnicas instrumentais e dos microcomputadores no inicio
da década de 1970, tornaram-se necessarios tratamentos de dados mais complexos
do ponto de vista estatistico, pois 0s novos equipamentos possibilitavam a obtencao
rapida de respostas multivariadas a partir de medidas analiticas simples. Portanto,
com o interesse de extrair maiores informacdes dos dados, ferramentas que ja eram
utilizadas em outras areas da ciéncia passaram a ser utilizadas na quimica, dando
origem a quimiometria (Bruns e Faigle, 1985).

A guimiometria é definida como a “disciplina quimica que utiliza métodos
matematicos e estatisticos, entre outros, empregando uma légica formal para: 1)
definir ou selecionar condi¢des 6timas para procedimentos de andlise e experimentos;
e 2) extrair o maximo de informag&o quimica relevante a partir da analise de dados
quimicos” (Bruns e Faigle, 1985).

Dentre os métodos utilizados com a finalidade de extrair o maximo de
informacgdes, podem ser destacados os de classificagdo ndo supervisionada, como a

andlise de componentes principais (PCA) e a analise hierarquica de agrupamentos
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(HCA), os métodos de classificacdo supervisionados, como a analise discriminante
por minimos quadrados parciais (PLS-DA) e o SIMCA (Soft independent modelling of
class analogies), métodos de calibracdo multivariada como o PLS e o PCR (Principal
component regression), assim como 0s métodos de resolucdo de curvas, tais como a
Resolucdo de Curvas Multivariada (MCR, Multivariate Curve Resolution) e a Analise
de Fatores Paralelos (PARAFAC, Parallel Factor Analysis).

Nesta tese, utilizou-se a PCA, que sera descrita detalhadamente na sec¢ao
2.6.2.

2.6.1 Planejamento de experimentos

O planejamento experimental € uma metodologia baseada em principios
estatisticos utilizada para otimizar processos e experimentos, selecionando as
variaveis que causam maior influéncia, com um numero reduzido de ensaios e,
consequentemente, tempo reduzido de trabalho. Tal metodologia permite ndo so6
identificar as variaveis que influenciam positiva ou negativamente o sistema, como
também as interacdes entre elas, permitindo a otimizagdo do sistema sob analise
(Button, 2016).

Para realizar um planejamento, inicialmente sdo feitos experimentos para
triagem, com o objetivo de se determinar as variaveis experimentais e as interacdes
entre elas que tém influéncia significativa sobre as respostas de interesse. As
variaveis que nado forem selecionadas devem permanecer fixas durante todo o
experimento. Para essa finalidade, podem ser utilizados os planejamentos fatoriais
completos, fracionarios e com ponto central (Tedfilo e Ferreira, 2006).

Em um planejamento fatorial, s&o investigadas as influéncias de todas as
variaveis experimentais de interesse. Se a combinacado de k fatores € investigada em
dois niveis, um planejamento fatorial consistira de 2% experimentos. Por exemplo, se
um experimento é realizado com 3 fatores (pH, concentragdo de uma substancia e
temperatura) em dois niveis (alto e baixo), o planejamento terd 23 experimentos
(Tedfilo e Ferreira, 2006).

O planejamento fatorial completo necessita de 2¥ ensaios para sua execucao,
portanto, em alguns casos, ha a necessidade de se realizar um grande namero de

experimentos. Considerando, portanto, que os efeitos de ordem alta normalmente sé&o
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nao significativos, a realizacdo de ensaios para estimar tais efeitos de interacéo pode
ser irrelevante. Portanto, com um numero menor de experimentos, é possivel obter
informacgBes dos efeitos mais importantes, chegando as mesmas conclusdes que
seriam obtidas de um planejamento fatorial completo. O planejamento que possui tais
caracteristicas € conhecido como fatorial fracionario. Ha diversos tipos de
planejamentos fatoriais fracionarios descritos na literatura, como o 2¥?, em que k é o
numero de variaveis e b o tamanho da fracdo. Por exemplo, um planejamento 231 é
tratado como um modelo 22, reduzindo o nimero de experimentos (Tedfilo e Ferreira,
2006).

Podem ser realizados também planejamentos fatoriais com ponto central, em
gue um experimento é incluido no centro do planejamento, empregando-se o valor
médio dos niveis de todas as variaveis. Tal metodologia € utilizada quando néo se
deseja a realizacdo de repeticbes auténticas em todos os ensaios e pode ser
empregada para se obter uma boa estimativa dos erros experimentais. E possivel,
nesse planejamento, avaliar a significancia dos efeitos, tanto em planejamentos de
triagem (completos ou fracionérios) como em metodologias de superficie de resposta
(Tedfilo e Ferreira, 2006).

Apés a realizacdo de experimentos de triagem, os fatores significativos sao
selecionados, podendo, posteriormente, ser utilizada a metodologia de superficie de
resposta para otimizacdo do experimento, com o objetivo de encontrar a regido étima
na superficie definida pelos fatores. Nesse sentido, os planejamentos mais utilizados

sdo o composto central (CCD) e o Doehlert (Tedfilo e Ferreira, 2006).

2.6.2 Andlise de componentes principais (PCA)

A PCA é classificada como um método exploratorio, e de classificacdo nao
supervisionada, isto €, apenas a natureza dos dados quimicos é utilizada para se obter
informacdes sobre o comportamento das amostras. Este método é utilizado para
extrair informacdes projetando os dados em um espaco menor, reduzindo, assim, a
dimensionalidade do espaco original do conjunto de dados sem afetar as relacdes
entre as amostras e preservando a maior parte da variancia (Ferreira, 2015).

Esse espaco de dimensdes reduzidas é construido em torno de novas

variaveis, denominadas componentes principais (PC), obtidas a partir de combinac¢des
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lineares das variaveis originais. Essas componentes descrevem as tendéncias

relativas dos dados analiticos e sdo calculadas em ordem decrescente de importancia.

A primeira componente (PC1) é tracada no sentido de maior variancia dos dados,

descrevendo a maior quantidade de informacao original (Figura 10). A segunda

componente, PC2, por sua vez, tem a direcdo de maxima variancia dos dados no

subespaco ortogonal a PC1, descrevendo informacéao residual, ou seja, que nao foi

explicada pela primeira componente. E da mesma forma, as demais componentes séao

sempre direcionadas no sentido de maior variancia, ortogonalmente as anteriores

(Ferreira, 2015).

Var 3

B)

Escores de CP 2 (36,81%)

Figura 10. A) representacao das amostras simuladas em funcao de suas variaveis e B)

representacdo dos escores das componentes principais 1 e 2 (CP1 e CP2). (Pereira, 2016).

Considerando um conjunto de dados a partir da analise por espectrometria de

massas, a matriz de dados X sera organizada de modo que cada linha corresponda a

uma amostra e cada coluna corresponda a uma variavel, como mostrado na Figura

11.
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Figura 11. Representacédo da matriz de dados X a partir de dados de espectrometria de

massas.
A PCA é matematicamente descrita como:

X=TP'+E (Equacéo 5)

Ou seja, a matriz de dados originais (X) € decomposta em uma matriz de
escores (T), que séo as projecdes das amostras no novo espaco das componentes
principais (possui 0 mesmo numero de linhas que a matriz original e o nimero de
colunas igual ao numero de CPs), e uma matriz de pesos/loadings (P), determinados
pelos cossenos dos angulos formados entre as variaveis originais e as novas
componentes principais (nUmero de linhas igual ao de colunas na matriz original). O
simbolo t sobrescrito indica uma matriz transposta. A matriz E € composta pelos
residuos que nao foram explicados em nenhuma das PC selecionadas. Essa

decomposicao é representada na Figura 12.
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X = + +
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Componente principal
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T
Figura 12. Representacdo da decomposicao da matriz de dados X de acordo com um
modelo PCA.

A partir das informacgdes contidas no novo espaco, € possivel projetar os dados
das amostras em um grafico dos escores das componentes principais, permitindo
observar a possivel presenca de agrupamentos naturais entre as amostras. E a
interpretacdo de como as variaveis influenciam nessa discriminacao se da pela anélise
dos pesos (loadings), sendo possivel identificar os fendmenos ou caracteristicas
responsaveis pelo agrupamento dos dados (Ferreira, 2015).

Os dados podem ser pré-processados a fim de reduzir variagdes indesejaveis
gue néo contribuem para o modelo e podem influenciar nos resultados finais. Ha dois
tipos de pré-processamentos, 0s que sdo aplicados as amostras, com a finalidade de
reduzir o ruido experimental e variacdes sistematicas indesejaveis, por exemplo, e 0s
gue sao aplicados as variaveis, podendo ser destacados a centragem dos dados na
média e o0 autoescalamento. A centragem dos dados na média consiste em calcular a
média de cada coluna da matriz e, posteriormente, subtrair tais valores de cada
elemento das respectivas colunas, o que resulta em uma translacdo de eixos para
seus valores médios, preservando a estrutura dos dados. O autoescalamento é
iniciado da mesma forma que a centragem na média, porém, ap0s os valores serem
subtraidos das colunas, o resultado é dividido pelo desvio padrao de cada respectiva
coluna. Dados compostos por varidveis escalares discretas sdo normalmente
autoescalados, enquanto dados espectrais sdo apenas centrados na media, ja que o
autoescalamento daria pesos iguais para as variaveis, em uma situagdo em que 0s

méaximos dos picos ou sinais tém, naturalmente, maior contribuicdo para o modelo do
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gue as variaveis proximas da linha-base. Além disso, o autoescalamento aumentaria
o ruido espectral de variaveis de pouca intensidade (Ferreira, 2015).

A PCA também permite identificar a presenca de amostras anémalas em um
conjunto de dados. Esta deteccéo é feita por meio da observacéo de dois parametros,
os residuos Q, que estao relacionados a variancia residual ndo modelada, e os valores
de T2 de Hotelling, que avaliam a influéncia da variancia incluida no modelo para cada
amostra. Amostras que possuam simultaneamente altos valores de Q e T? sdo

consideradas anomalas (outliers).

2.6.3 Fusédo de dados (Data fusion)

A fusdo de dados é uma estratégia de modelagem que combina dados
provenientes de diferentes origens ou técnicas analiticas em um Unico modelo, tais
como: espectroscopias no infravermelho (IV) médio e préximo, Raman, UV-Vis,
espectrofluorimetria, espectrometria de massas, cromatografia (liquida e gasosa),
além de analises elementares. Dessa forma, pode-se obter um conhecimento mais
completo sobre as amostras, como também modelos com maior capacidade preditiva
ou classificatéria, permitindo, portanto, interpretacbes mais abrangentes.
Evidentemente, a fusdo de dados é util quando a informacdo complementar é
modelada, uma vez que seu objetivo principal € aumentar a sinergia entre as técnicas
fundidas, mesclando informagdes complementares (Spiteri et al., 2016).

De maneira geral, a fusdo de dados pode ocorrer em trés niveis: baixo, médio
e alto. No nivel baixo, todas as variaveis sdo concatenadas diretamente em uma unica
matriz, na qual o nimero de linhas é igual ao nimero de amostras analisadas e 0
ndamero de colunas é igual ao numero de variaveis medidas em diferentes
instrumentos. Apds a unido dos dados, aplica-se a modelagem quimiomeétrica
adequada para predicdo ou classificacdo. No nivel médio, primeiramente se extraem
as informacg0Oes relevantes de cada fonte de dados para que posteriormente sejam
concatenados em uma Unica matriz. A abordagem mais comum ¢é a fusao dos escores
de modelos PCA, PLS-DA ou PLS. O principal desafio, portanto, é encontrar a
combinacédo ideal de informacdes extraidas que forneca o melhor modelo final. Por
fim, no nivel alto, os modelos de classificagdo ou predicdo sdo construidos

separadamente para os dados provenientes de cada equipamento/origem e o0s
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resultados de cada modelo individual séo integrados em uma Unica resposta final. O
principal desafio € construir modelos que funcionem adequadamente para cada bloco
de modo que sua combinacéo tenha um desempenho consideravelmente melhor que
os modelos individuais. Na maioria dos casos em que ha comparacao entre 0s niveis,
a fusd@o de nivel alto apresenta resultados inferiores com relacdo aos niveis médio e
baixo (Borras et al., 2015; Biancolillo et al., 2014).
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3 AVALIACAO DE AUTENTICIDADE DE AMOSTRAS COMERCIAIS DE
HYPERICUM PERFORATUM L. (ERVA DE SAO JOAO)

3.1 Introducéo

Problemas psiquiatricos, como depresséo e ansiedade, estdo se tornando as
principais causas da reducdo da qualidade de vida e crescimento da taxa de
mortalidade no mundo todo. Além desses problemas frequentemente ocorrerem junto
com outros transtornos psiquiatricos, eles podem prevalecer durante toda a vida dos
individuos, o que reforca ainda mais a importancia do combate a essas doencas (Zirak
et al., 2019). De acordo com um documento publicado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), em 2017 estimava-se que 322 milhdes de pessoas no mundo sofriam
com depressdo. A Figura 13 indica a quantidade de pessoas em cada regiao do
mundo que sofriam com depresséo na época da publicacdo deste documento (WHO,
2017).

21%

Regido africana

Regido mediterranea oriental
Regido europeia

Regido das Ameéricas

Regido do sudeste da Asia 322

Regido do Pacifico ocidental H
milhdes

- ’

15%

9%

12%

Figura 13. Dados de pessoas com depressao por regidao no mundo de acordo com a OMS.
(WHO, 2017).

Ao longo dos anos diversos tratamentos foram testados para melhorar a
gualidade de vida de quem sofre com problemas psiquiatricos, sendo hoje mais
comum o uso de medicamentos sintéticos e psicoterapia. Porém, diversos estudos na
area comprovam os efeitos colaterais causados pelo uso de tais medicamentos, como
problemas gastrointestinais, disturbios do sono, disfuncéo erétil, ganho e/ou perda de

peso, além da maioria dos medicamentos atuais terem inicio de acao lento. Portanto,
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devido aos possiveis efeitos colaterais, vem crescendo cada vez mais o interesse na
utilizacdo de produtos naturais como forma de substituir o uso destes medicamentos
(Zirak et al., 2019).

A espécie Hypericum perforatum L., popularmente conhecida como Erva de
Sao Joado (Figura 14), é uma planta herbacea perene pertencente a familia
Hypericaceae, nativa da Europa, Asia e Africa do Norte, sendo uma das plantas
medicinais mais consumidas no mundo. Apesar de possuir diversas acdoes —
antimicrobianas, antivirais e anti-inflamatorias — a Erva de Sdo Jodo é comumente
utilizada para depressdo e transtornos psiquiatricos (Walker et al., 2001). Suas
propriedades farmacéuticas sao atribuidas principalmente a metabodlitos como
hipericina, pseudo-hipericina e hiperforina, além de flavonoides (quercitrina,
quercetina, rutina) e acidos fendlicos (acido clorogénico) (Koyu e Haznedaroglu,
2015). Diversos pesquisadores compararam os efeitos da Erva de Sdo Jodo com
medicamentos antidepressivos comumente utilizados, como fluoxetina e sertralina, e
concluiram que ndo ha diferencas significativas nas respostas clinicas dos pacientes
estudados, além de terem observado uma diminui¢éo dos efeitos colaterais utilizando

o medicamento natural (Zirak et al., 2019).

Figura 14. Imagem da Hypericum perforatum L.

No Brasil, alguns medicamentos fitoterapicos a base de Hypericum perforatum
tiveram sua comercializagao autorizada pela ANVISA, como o Remotiv®, fabricado
pela empresa Aché Laboratdrios Farmacéuticos S.A., que teve seu registro renovado
pela ultima vez em 2011, porém sua fabricacdo foi descontinuada pela empresa.
Atualmente, h& outros medicamentos autorizados como Triativ® (Myralis Indastria
Farmacéutica Ltda), Deprenon Vita® (Laboratério Vitalab Ltda) e Hipericin®
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(Herbarium Laboratério Botanico Ltda). Tais medicamentos sO6 podem ser
comercializados sob prescricdo médica, podendo os envolvidos estar sujeitos a
penalidades caso ocorra o descumprimento da lei.

E clara a importancia de os usudrios utilizarem apenas medicamentos
autorizados, com a garantia de serem auténticos, apds passarem por uma série de
etapas de controle de qualidade. Entretanto, produtos a base da Hypericum
perforatum, como chas medicinais e drogas vegetais, sdo ampla e livremente
comercializados e consumidos no Brasil e em outros paises por pessoas que fazem
tratamento para depressdo. Frequentemente, esses produtos medicinais s&o
comercializados sem fiscalizacdo, em locais impréprios, sem nenhum controle seja na
fabricacdo desses produtos, importacdo ou venda. Como nesses locais ndo ha a
necessidade da apresentacdo da receita médica, 0s usuarios muitas vezes optam por
adquirir tais produtos, mesmo que possam ser falsificados, conter substancias que
nao constam nos rétulos, ou até mesmo nao conter o principio ativo, podendo causar
inlmeros problemas. Vale ressaltar ainda que, em muitos desses produtos, a
concentragdo do principio ativo ndo é informada. Neste contexto, a determinacdo da
composicao quimica desses produtos é importante para se estimar possiveis danos a

salde dos consumidores.

3.1.1 Determinacdo de componentes organicos e inorganicos em Hypericum
perforatum

Sabe-se que o nivel de elementos quimicos presentes em plantas deve-se as
condi¢cdes ambientais em que elas se encontram, tais como tipo de solo, nivel de
precipitacdo, produtividade agricola ou industrial ao redor, além de origem geografica.
Os vegetais podem acumular elementos essenciais aos organismos Vvivos, que em
elevadas concentracbes podem se tornar prejudiciais, ou metais toéxicos, quando
disponiveis no solo. Tais plantas, quando consumidas, podem causar diversos danos
a saude (Arceusz, Radecka e Wesolowski, 2010).

Na literatura sdo encontrados estudos com a Hypericum perforatum para
investigagéo de falsificagdes, assim como controle de qualidade dos medicamentos,
analise dos principais componentes organicos das plantas, além de analises
elementares. Diversas técnicas analiticas sédo utilizadas para andlise dos compostos

organicos, tais como cromatografias liquida, gasosa e em camada delgada (LC, GC e
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TLC), espectroscopia de RMN, espectrometria de massas (MS), enquanto as analises
inorganicas sdo normalmente realizadas por espectrometria de emissédo Optica por
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) e espectrometria de massas por plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) (Raclariu et al., 2017; Agapouda et al., 2019;
Pavlova, Karadjova e Krasteva, 2015).

Hoban et al. (2018) realizaram um trabalho com o intuito de avaliar possiveis
adulterantes em medicamentos a base de Hypericum perforatum adquiridos na
Australia. Para isso, os autores utilizaram técnicas de sequenciamento de DNA,
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com analisador
guadrupolo-tempo de voo (LC-QTOF-MS), cromatografia liquida com deteccéo por UV
(LC-UV), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas com detector
de nitrogénio-fosforo (GC-NPD/MS) e ICP-MS. Como resultados, dos 59
medicamentos analisados, 49% continham pelo menos um material ndo listado nas
embalagens, como cafeina, trigo e metais pesados. Além disso, foram encontrados
em 24% das amostras DNA de espécies animais, como ratos e morcegos, indicando
um controle de qualidade ruim. Também foram comparados medicamentos de
diferentes origens, incluindo ervas ocidentais e medicamentos chineses, e foi
observado que 94% das amostras chinesas continham algum contaminante em
comparacao a 37% das ervas ocidentais.

Milevskaya et al. (2016) testaram diferentes métodos de extracdo de vegetais
da Erva de Sao Joao para analise por cromatografia liquida (LC-MS e LC-DAD).
Foram avaliados os métodos de extracdo por radiagdo micro-ondas, ultrassom,
extragdo apenas por aquecimento, ou aquecimento juntamente com pressao.
Avaliando-se a extracdo de 15 compostos biologicamente ativos, o0s autores
concluiram que os melhores métodos incluem os efeitos do aquecimento com
radiacdo micro-ondas, bem como o aquecimento com pressao.

Alguns autores investigaram o0s elementos presentes em amostras de
Hypericum perforatum em diversos paises no mundo. De acordo com Owen et al.
(2019), a planta pode ser acumuladora de Cd, e a presenca de elementos como Ni,
La e Cr pode afetar a producdo de compostos bioativos. Os autores publicaram
diversos trabalhos analisando os elementos por ICP-OES. Em uma de suas
publicacdes, eles monitoraram a presenca de 25 elementos em amostras de

Hypericum perforatum (vegetais secos, capsulas e comprimidos). Os elementos
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encontrados em maiores concentracdes foram Ca, Mg, Al, Fe, Mn, Sr e Zn. De acordo
com os autores, pela primeira vez foram encontrados Pt e Y nas amostras, em todas
as preparacoes. Foi aplicada a PCA aos dados, detectando 3 amostras como outliers,
sendo essas de regifes geograficas diferentes das demais amostras, e possuindo 7
elementos com concentracdes muito distintas. Através das 3 primeiras componentes
principais, os autores observaram a formacéo de 3 grupos, de acordo com as formas
de apresentacéo (vegetais secos, cipsulas e comprimidos), diferenciados por uma
alteracdo no perfil elementar devido a adicdo de excipiente e/ou ao processo de
extracdo, sendo os elementos mais importantes para essa separagao Ba, Ca, Cd, Fe,
Ni, Sre Y (Owen et al., 2016).

3.1.2 Ageratum conyzoides L.

No Brasil, outra espécie fitoterapica também é conhecida popularmente como
Erva de Sao Jodo, o Ageratum conyzoides L. (Figura 15). Porém, esse vegetal possui
outras atividades como anti-reumatica, anti-inflamatoria e cicatrizante, sendo utilizado
também no tratamento de dores articulares, assim como colicas, diarreia e flatuléncia.
Possiveis efeitos colaterais com relagdo ao seu consumo excessivo sdo intoxicacdo

do figado e aumento da presséao arterial (Momesso, Moura e Constantino, 2009).

Figura 15. Imagem da Ageratum conyzoides L.

O problema de ambas as plantas serem popularmente conhecidas pelo mesmo
nome € gue isto gera confusdo e consumo de forma equivocada pela populacdo, pois
além de poderem ndo apresentar os efeitos desejados, ja que o Hypericum perforatum
€ comumente utilizado para depressdo e o Ageratum conyzoides para dores e

inflamacgdes, podem surgir diferentes efeitos colaterais causados por cada espécie. A
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falta de informacéo pode se dar tanto pelos usuarios desses fitoterapicos quanto por
parte dos vendedores, que, muitas vezes, comercializam esses produtos de forma

equivocada.

3.2 Objetivos

O objetivo desse capitulo foi avaliar o desempenho das técnicas espectrometria
de massas com ionizacao por paper spray (PS-MS) e fluorescéncia de raios X por
reflexdo total (TXRF), como técnicas rapidas, simples e de baixo custo, para avaliagdo
de autenticidade e presenga de metais toxicos em amostras comerciais de Hypericum
perforatum. Pela técnica PS-MS buscava-se obter fingerprints representativos de
amostras auténticas de Hypericum perforatum, e pela técnica TXRF buscava-se
determinar e quantificar os elementos inorganicos presentes nas amostras.

De forma complementar, foram utilizados métodos quimiométricos, como
analise de componentes principais (PCA), com o intuito de identificar grupos de
amostras que possuem composi¢ao quimica similar, e fusdo de dados, concatenando
os resultados das duas técnicas, buscando interpretacbes mais abrangentes dos
dados.

3.3 Metodologia

3.3.1 Amostras

Um total de 43 amostras (16 vegetais, 22 capsulas, 5 comprimidos) de erva de
Séo Jodo foram adquiridas em comércios locais ou pela internet em diferentes regides
do Brasil e exterior, como apresentado na Tabela 1. Algumas das amostras comerciais

utilizadas estéao apresentadas na Figura 16.

Tabela 1. Marca e origem das amostras de Erva de S&o Jodo adquiridas.

Vegetais
Marca Local de aquisicéo Produzido / Embalado
A Floresta Belo Horizonte - MG Esmeraldas - MG
Alternativa Belo Horizonte - MG Esmeraldas - MG
Amazoénia Belo Horizonte - MG n.e.
Armazém Séo José Séo Paulo - SP n.e.
Casa dos Chas Belo Horizonte - MG n.e.
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Central Ervas Belo Horizonte - MG n.e.
Central Ervas Goiania - GO n.e.
Flora Medicinal Internet Guaruja - SP
Metrépoles Ervas Belo Horizonte - MG n.e.
Vita Center Goiania - GO n.e.
- Sé&o Paulo — SP n.e.
- S&o Paulo - SP n.e.
- Goiénia - GO n.e.
- Goiénia - GO n.e.
- Itajuba - MG n.e.
- Patos de Minas - MG n.e.
Céapsulas
Marca Local de aquisicéo Produzido / Embalado

Alterative Pharma
Cha e Cia — Ervas medicinais

Eficacia Farméacia de
Manipulagdo

Erva de S&o Jodo
Erva de S&o Joéo - Bio Vitta’s
Erva de S&o Jodo — Bio Vitta’s
Erva de S&o Jodo - Erva & Cia
Erva Nativa
EuroHerbs
Farmécia Cantinho da Terra
Flora Nativa do Brasil
Guanyejinsato - DUOM
Hipérico - Bio Vitta’s
Hipérico Erva & Cia
Hipérico — NatuVitty
Hipérico — WRA
Hypérico
Luna Ervas

Manipulacdo e Drogaria S&o
Lourenco

Manipulagdo Minas Brasil
Nature’s Bounty

Sundown Naturals

Internet
Internet

Internet

Internet

Belo Horizonte — MG

Belo Horizonte — MG
Internet

Belo Horizonte — MG
Internet
Internet
Internet
Internet

Belo Horizonte — MG
Internet
Internet
Internet

Goiénia - GO

Internet

Internet

Internet
Internet

Internet

Descalvado — SP
Bulgaria
Belo Horizonte — MG

Belo Horizonte — MG
n.e.
n.e.
n.e.

Itapemirim — ES

Perris - EUA
Rio Claro — SP
Itapemirim — ES
Colombo - PR

n.e.
n.e.
Estiva Gerbi — SP
n.e.
Rio de Janeiro — RJ
Caieiras - SP

Ipanema — MG

Montes Claros — MG
New York - EUA
Boca Raton - EUA

Comprimidos

Marca

Local de aquisicao

Produzido / Embalado

ASDA

Lincoln — UK

Swadlincote — Reino Unido
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HRI Good mood Lincoln — UK Wellingborough — Reino
Unido
Hyperativ Internet Sao José do Rio Preto —
SP
KarmaMood Lincoln - UK Ibbenburen - Alemanha
Morrisons Herbals Lincoln — UK Wellingborough — Reino
Unido

n.e.: Informacédo ndo encontrada

Figura 16. Imagens de algumas amostras de Erva de Sao Joéo utilizadas nesse trabalho.

Além das amostras apresentadas na Tabela 1, foram também analisadas uma
amostra de Ageratum conyzoides L. colhida na cidade de Patos de Minas - MG para
ser comparada com as amostras adquiridas em comércio, além de um padrdo de
referéncia de Hypericum perforatum L. (extrato seco), adquirido da Farmacopeia
Europeia.

Todas as amostras foram moidas em um moinho de bolas CryoMill da marca
Retsch (Alemanha). Para as amostras vegetais foi utilizada frequéncia 25 Hz em um
tempo de 10 min. Para as amostras em capsulas (sem os involucros) e comprimidos
foi realizada a moagem com a finalidade de homogeneizacéo e reducéo do tamanho
das particulas, utilizando-se frequéncia 20 Hz e tempo de 5 min. Apés a moagem, as
amostras pulverizadas foram armazenadas em frascos secos e mantidas a

temperatura ambiente.
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3.3.2 Espectrometria de massas com ionizacao por paper spray (PS-MS)

3.3.2.1 Reagentes e instrumentacao

Para o procedimento de extracdo soélido-liquido foram utilizados etanol grau
HPLC (J.T. Baker, EUA), acetato de etila (299,5%) (Merck, Alemanha), pentano PA
(Neon, Brasil) e cloroférmio PA (Cirq, Brasil). Uma centrifuga (AWEL, modelo MF 20-
R, Franca) foi utilizada na centrifugacéo das amostras e um agitador vortex (Marconi,
MA — 162, Brasil) para a homogeneizacdo. Para pesagem das amostras uma balanca
analitica (Shimadzu, AUW220D, Brasil) foi utilizada.

Foi utilizado metanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA) como solvente para as
analises por PS-MS. Como substrato para aplicacdo das amostras foi utilizado papel
cromatografico nimero 1 da Whatman, cortado na forma de triangulos equilateros com
dimensdes de 1,5 cm, utilizando uma tesoura convencional previamente higienizada
com uma solugao metanol/agua 50:50.

As medidas foram realizadas em um espectrémetro de massas Thermo Fisher
LCQ-Fleet com analisador de massas de baixa resolucao do tipo lon Trap (San Jose,
Califérnia, USA). A fonte de ionizacdo paper spray foi construida utilizando um clipe
metélico do tipo jacaré, mantido em um suporte universal, o qual permite
movimentacdo manual nos planos x, y e z, ajustando o posicionamento do papel a

entrada do espectrometro (Figura 17).

Figura 17. Aparato instrumental utilizado para as analises: a) Espectrobmetro de massas

Thermo LQC-Fleet; b) Fonte de ionizacdo paper spray.
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As condicfes experimentais do espectrometro de massas foram otimizadas
para os parametros: temperatura do capilar, voltagem do paper spray, distancia entre
o papel e a entrada do espectrémetro, e os volumes de solvente e de amostra no
papel. As condi¢Ges otimizadas foram: temperatura do capilar 320°C, voltagem do
paper spray 4,0 kV, distancia entre o papel e a entrada do espectrometro de 0,8 cm,

volume de solvente no papel 25,0 pL e volume de amostra 2,5 L.

3.3.2.2 Procedimentos de extracao

Foram realizados dois procedimentos para extracdo das amostras, um
utilizando radiacdo micro-ondas, e outro extracdo soélido-liquido. Os dois
procedimentos foram comparados para se avaliar qual extracao resultaria em extratos
mais puros em relacdo as substancias de interesse.

Para a extracao utilizando radiacdo micro-ondas, inicialmente foi realizado um
planejamento fatorial 24 com quadruplicata no ponto central para avaliar os efeitos das
variaveis: temperatura, (60; 75; 90°C), tempo (10; 20; 30 min), proporcdo de etanol
(v/v.em agua) (50; 70; 90%), e proporcéo de acido férmico (v/v) (0,1; 0,3; 0,5%) na
eficiéncia da extrac&o. O objetivo foi avaliar a condi¢cdo que resultasse nos sinais mais
intensos das substancias estudadas apresentadas anteriormente.

Para a extracdo solido-liquido, foram adicionados em um tubo de ensaio 200
mg de amostra, previamente moidas, 2,5 mL de etanol, e foram testados 3 solventes
de diferentes polaridades: acetato de etila, pentano e cloroférmio, também com
volumes de 2,5 mL. Posteriormente, a mistura foi agitada no vortex, colocada em
aguecimento em banho-maria por 10 minutos e, entéo, centrifugada.

Para o tratamento de todos os dados obtidos por PS-MS, os valores de
abundancia absoluta dos ions de interesse foram divididos pelos valores do Pl e,
posteriormente, foi utilizado o calculo de reposta multipla para obter uma condicéo
satisfatoria que proporcionasse os maiores valores de intensidade para todos os ions
avaliados (Resende, 2015). Dessa forma, dentro do conjunto de repostas (sinal
analitico) obtido para cada ion, identificou-se qual apresentou o maior valor. Em
seguida, efetuou-se a divisdo de todas as respostas por esse valor, de forma que a
maior resposta fosse igual a 1 e as demais menores que 1. Esse procedimento foi

realizado para cada analito individualmente. Por fim, efetuou-se o somatorio das
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respostas normalizadas de cada analito dentro de um mesmo ensaio. Assim, a

resposta multipla referente a cada ensaio foi calculada a partir da Equacéo 6:

R Rp R;
b —
MR, MRy MR;

RM; = (Equacéo 6)

Em que RMj é a somatdria das respostas normalizadas de cada analito no
ensaio j, R € o sinal analitico para o elemento no ensaio j, e MR é a maior resposta

encontrada para o elemento no conjunto dos experimentos realizados.

3.3.3 Fluorescéncia de raios X por reflex&o total (TXRF)

3.3.3.1 Reagentes e instrumentagao

Para o procedimento de digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas
foram utilizados acido nitrico 65% (m/m) purificado em destilador Suprapur (Milestone,
Itdlia) e perdxido de hidrogénio 30% (m/m), adquiridos da Merck (Alemanha). A
digestao foi realizada em forno micro-ondas modelo ETHOS 1 (Milestone, Italia), com
rotor para 10 frascos de alta pressdo. Uma centrifuga (AWEL, modelo MF 20-R,
Franca) foi utilizada na centrifugagéo das amostras. Para pesagem das amostras uma
balanca analitica (Shimadzu, AUW220D, Brasil) foi utilizada.

Para as analises por TXRF foi utilizado um espectrémetro de fluorescéncia de
raios X por reflexdo total, S2 PICOFOX (Bruker, Alemanha). O equipamento é
equipado com um tubo de Mo como fonte de excitagdo, um monocromador
multicamada e um detector SDD (Silicon Drift Detector). Como padrao interno foi
utilizada solucdo padréo de germanio (Ge) com concentragéo de 1000 mg L (Fluka
Analytical). Foram utilizados discos de quartzo de 30 mm de diametro e uma
espessura de 3,0 £ 0,1 mm como porta-amostra. Para a limpeza dos discos foram
utilizados detergente alcalino (Sigma-Aldrich, EUA), acetona pura PA (Vetec, Brasil) e
solucéo de silicone em isopropanol (Serva, Alemanha). Para a validacdo do método
foi utilizado um material de referéncia certificado NIST 1573a (folhas de tomate). Para
0 preparo das suspensoes foi utilizado um processador ultrassonico modelo VCX 550
(Sonics, Newtown, CT, EUA) com o acessoério cup horn, como ilustrado na Figura 18,

e um agitador vortex (Marconi, MA — 162, Brasil).



59

Saida de agua  «— =

| Acessorio de vidro
Entrada de agua —

\ 7

£ — :—" iy ','
£ = Conversor
Suporte para os tubos

Figura 18. llustracdo do sistema ultrassonico do tipo cup horn empregado no procedimento

de preparo das amostras de Hypericum perforatum L.

3.3.3.2 Digestao acida assistida por radiagdo micro-ondas e analise por TXRF

A digestdo &cida assistida por micro-ondas foi utilizada como método de
referéncia para comparacao dos resultados obtidos no planejamento para otimizacao
do método de analise direta de suspensoes.

Para a digestao, foram pesados cerca de 200 mg de amostra diretamente em
cada frasco de Teflon®, nos quais foram adicionados 3,5 mL de HNO3z concentrado,
3,5 mL de agua deionizada e 1,0 mL de H202. O programa de aquecimento do micro-
ondas consistiu em uma rampa de aquecimento de 10 minutos até 200°C,
permanecendo nessa temperatura por mais 20 minutos. ApOs o periodo de
aguecimento, os tubos permaneceram dentro do micro-ondas por mais 30 minutos
para resfriamento. Depois de resfriados, os frascos foram abertos e as solugdes
digeridas foram transferidas para frascos de polietileno e os volumes completados
com agua deionizada para 20,0 mL.

Para as analises por TXRF, 990 pL dos digeridos foram transferidas para tubos
Eppendorf, nos quais foram adicionados 10 pL de uma solucdo de Ge 100 mg.LY,
utilizado como padrao interno, resultando em um volume final de solu¢do de 1,0 mL e
uma concentracdo do Pl de 1,0 mg.L. Os frascos foram agitados em vortex para
homogeneizagdo. Rapidamente, uma aliquota foi retirada e depositada no centro do
disco (Figura 19). Os discos foram entdo levados a estufa por 10 minutos a 80°C.
Posteriormente, eles foram analisados no PICOFOX com tempo de leitura de 500 s

para cada amostra.
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Figura 19. Disco de quartzo com amostra utilizado em TXRF.

3.3.3.3 Preparo das suspensodes para analise direta por TXRF

Para andlise direta das suspensdes por TXRF foi realizado um procedimento
para o preparo das amostras, e para isso, um planejamento fatorial 2,>2 foi
empregado para avaliar os efeitos das variaveis: massa de amostra, (10; 30 mg),
concentracdo de Triton X 114 (0; 0,5% v v1), tempo de ultrassom (0; 10 min),
concentracéo do padrdo interno Ge (1,0; 2,5 mg L), e volume de solugéo no disco (5,
10 uL) na eficiéncia do preparo das suspensdes e das andlises. Este planejamento
teve como objetivo avaliar a condi¢cao que resultasse em uma maior porcentagem de
recuperacédo dos elementos quando comparado a digestao acida.

Para o tratamento dos dados, foram utilizados os valores de porcentagem de
recuperacdo de cada elemento avaliado e, posteriormente, foi realizado o calculo de
resposta multipla afim de se obter a condicdo com maiores porcentagens de
recuperacgao para todos os elementos.

Para este estudo, preparou-se solugbes em tubos Eppendorf contendo
diferentes massas de amostras e concentragdes de Triton X 114 e padrao interno
(Ge), conforme condi¢des da Tabela 2. Os tubos foram submetidos a sonicacéo por
10 minutos com amplitude de 60% e com um ciclo de 2 pulsos por um. Um fluxo de
agua a temperatura ambiente foi mantido durante todo o processo, a fim de evitar
aquecimento do sistema. Apos agitacao, uma aliquota foi depositada sob cada disco.
Os discos foram levados a estufa por 10 minutos a 80°C. Posteriormente, eles foram

analisados no PICOFOX com tempo de leitura de 500 s para cada amostra.
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Tabela 2. CondicGes do planejamento fatorial 2,,° na andlise por TXRF.

Variaveis Niveis
-1 (Baixo) +1 (Alto)
Massa (mg) 10 30
Triton X 114 (%) 0 0,5
Tempo de US (min) 0 10
[Ge] (mg L) 1,0 2,5
Volume no disco (uL) 5 10

3.3.3.4 Validacao do método

Para avaliacdo da preciséo e exatiddo do método, utilizando como referéncia o
guia de validacdo do INMETRO (INMETRO, 2020), foi utilizado um material de
referéncia certificado NIST 1573a — folhas de tomate, que continha elementos em
concentragfes proximas as encontradas nas amostras, devido a impossibilidade de
se obter material certificado de referéncia de Hypericum perforatum. Para isso, foi
pesado cerca de 30,0 mg de amostra em tubos Eppendorf em uma solucéo 0,5% (v/v)
de Triton X 114 e concentracéo final de 1,0 mg L de Ge (Pl). O procedimento foi
realizado em oito repeticdes independentes. As analises foram realizadas com tempo
de leitura de 500 s para cada amostra. A preciséo foi determinada pelo desvio padrao
relativo (DPR) e a exatidao foi estimada pelo erro relativo (ER) comparado aos valores
de referéncia.

O DPR é calculado por:
DPR(%) = ——.100 (Equacao 7)
Onde:
DP= desvio padrao

CMD= concentragdo média determinada

O ER é calculado por:

Xexp —Xy

ER(%) = .100 (Equacéo 8)

Onde:

Xexp= valor obtido ou media aritmética dos valores obtidos experimentalmente
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X,=valor admitido como verdadeiro (valor certificado do MRC)

Os valores de LD e LQ foram estimados com base na relacao sinal/ruido, sendo
o LD calculado automaticamente pelo software, conforme representado pela Equacéao
9,e0LQ=3,3xLD.

LD = 3-Ci-\/N_b

i N (Equacéo 9)

Onde:

LD;i = limite de detec¢éo do elemento i

Ci= concentragdo do elemento {

Ni = area do pico de fluorescéncia em contagens

Ny = area de fundo (background) subjacente ao pico de fluorescéncia

Todas as amostras de erva de Sdo Jodo moidas foram analisadas pelo método

validado.
3.3.4 Tratamento dos dados

Os planejamentos experimentais foram realizados utilizando o software
STATISTICA® versdo 10.0. Os modelos foram obtidos com nivel de confianca de
95%.

Os modelos PCA e fusdo de dados foram construidos utilizando o software
MATLAB, versédo 7.9.0.529 (The MathWorks, Natick, MA, EUA) e o pacote PLS
Toolbox, versdo 5.2.2 (Eigenvector Research, Manson, WA, EUA). Para os modelos
PCA construidos com os dados de PS-MS foi utilizado como pré-processamento a
centragem dos dados na média, e para os dados do TXRF foi utilizado o
autoescalamento. Para a fusdo de dados, os dados provenientes de cada técnica

foram pré-processados individualmente e, apés a fusdo, foram autoescalados.
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3.4 Resultados e discussao
3.4.1 Andlises por PS-MS

As etapas de extracdo das amostras e otimizagcdo dos parametros do
espectrometro de massas foram realizadas buscando melhorar os sinais dos
principais metabdlitos da erva de S&o Joao: hipericina, pseudohipericina, hiperosideo,
hiperforina, adiperforina, quercitrina, isoquercitrina, quercetina, rutina e &cido
clorogénico (Figura 20), ja que, segundo a literatura, todas essas moléculas séo
caracteristicas da espécie Hypericum perforatum (Koyu e Haznedaroglu, 2015;
Tolonen et al., 2002; Tatsis et al., 2007; Porzel et al., 2014). Os valores de massa
molecular e [M+H]* de cada composto estdo apresentados na Tabela 3.

Os espectros de massas foram obtidos inicialmente nos modos positivo e
negativo, porém constatou-se que no modo positivo 0os ions obtidos apresentavam
maior intensidade, e 0s espectros eram menos ruidosos. Portanto, todos 0s espectros

de massas foram obtidos somente no modo positivo.
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Figura 20. Estrutura quimica das moléculas dos metabdlitos presentes nas amostras de

Hypericum perforatum.
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Tabela 3. Massa nominal e m/z dos ions protonados dos metabdlitos do Hypericum

perforatum.

Composto Massa Nominal [M+H]*
(g mol?) (m/z)
Quercetina 302 303
Acido clorogénico 354 355
Quercitrina 448 449
Hiperosideo 464 465
Isoquercitrina 464 465
Hipericina 504 505
Pseudohipericina 520 521
Hiperforina 536 537
Adiperforina 550 551
Rutina 610 611

Foram testados trés compostos como padrao interno (PI): zidovudina,
atazanavir e fenilefrina, cujas férmulas estruturais estéo representadas na Figura 1A
do Apéndice. Dentre as substancias disponiveis no laboratorio para serem testadas,
esses trés farmacos possuiam sitios basicos mais semelhantes aos dos metabdlitos
estudados, fazendo com que eles fossem ionizados de forma similar, além de
possuirem massas moleculares dentro da faixa requerida pelo equipamento (150 —
2000 m/z) e terem baixa probabilidade de serem encontrados em fitoterapicos
utilizados para depressdo, mesmo que adulterados. Ap6s a obtencao dos espectros
verificou-se que apenas o ion protonado do atazanavir (m/z 705) apresentou
intensidade adequada (Figura 21), sendo este o escolhido como PI. Vale ressaltar que
mesmo as analises ndo sendo quantitativas, € importante a utilizacdo do Pl para
normalizar os dados de PS-MS na otimizacao, ja que podem ocorrer problemas de

reprodutibilidade entre as andlises.
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Figura 21. Espectro representativo obtido por PS(+)-MS de uma amostra de Erva de Séo

Jodo contendo atazanavir (m/z 705) como PI.

Para confirmacéo, foi realizada a fragmentacdo do ion em m/z 705 (Figura 2A
do Apéndice), a qual foi comparada com a fragmentacéo do atazanavir, conforme a
literatura. A fragmentacao resultou em ions produto de m/z 687 (perda de 18 unidades
de massa), m/z 612 (perda de 93 unidades de massa), m/z 534 (perda de 171
unidades de massa) e m/z 335 (perda de 370 unidades de massa). Segundo a
literatura, a fragmentacéo do atazanavir gera ions produto de m/z 534, 335, 168 e 144,
como representado na Figura 3A do Apéndice (Heine et al., 2009). Portanto, foi

confirmado que o ion em m/z 705 é referente ao PI.

3.4.1.1 Procedimentos de extracao

A maioria dos trabalhos na literatura que envolvem a extracdo de Hypericum
perforatum utilizam etanol ou metanol como solventes extratores, e avaliam métodos
de extracdo com variacbes de temperatura, pressao e utilizando micro-ondas ou
ultrassom. Portanto, testou-se dois procedimentos de extracdo, um utilizando radiacéo
micro-ondas com etanol como solvente, e um procedimento mais simples, a extragao
sélido-liquido, misturando o etanol com solventes mais apolares, com a finalidade de

melhorar a extracdo de compostos mais apolares e a reduzir interferentes.
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Para a extracao utilizando radiacdo micro-ondas, inicialmente foi realizado um
planejamento fatorial 24 com quadruplicata no ponto central para avaliar os efeitos das
variaveis: temperatura, tempo, propor¢cdo de etanol (v/iv em agua) e proporcédo de
acido férmico (v/v) na eficiéncia da extracdo utilizando radiacdo micro-ondas. O
objetivo era avaliar a condicdo que resultasse nos sinais mais intensos das
substancias estudadas. Porém, ndo foram observadas diferencas significativas das
intensidades dos sinais dos analitos comparando com a extracao sélido-liquido. Por
isso, a extracdo solido-liquido foi utilizada para essas analises. Os espectros
representativos das extracdes estao apresentados nas Figuras 4A e 5A do Apéndice.

3.4.1.2 Extracao solido-liquido

Foram testados 3 solventes de diferentes polaridades, pentano, cloroformio e
acetato de etila, juntamente com etanol sob aquecimento no procedimento de
extracdo, para avaliar a condigdo que resultasse nos sinais mais intensos das
substancias estudadas nos espectros de massas.

Apds comparar 0s espectros obtidos para cada solvente, constatou-se que néo
houve uma diferenga significativa nos sinais das substancias de interesse, porém foi
observado que os espectros adquiridos usando a mistura acetato de etila/etanol
apresentaram menor presenca de interferentes, resultando em espectros ligeiramente
mais limpos. Por isso, essa mistura foi escolhida para extracdes posteriores.

Portanto, o procedimento de extracdo utilizado para as demais analises
consistiu na mistura de 200 mg de amostra com 2,5 mL de etanol e 2,5 mL de acetato

de etila, em aquecimento em banho-maria.

3.4.1.3 Espectros PS-MS de amostras de Erva de Sao Joéo

Apés o ajuste das condicdes de extracdo e de ionizacdo na fonte paper spray,
foram obtidos, em duplicata, os espectros PS-MS dos extratos na faixa de 150 — 800
m/z.

Na Figura 22 é mostrado o espectro médio da amostra de Ageratum

conyzoides, da qual se conhece a procedéncia.
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Figura 22. Espectro representativo obtido por PS(+)-MS da amostra de Ageratum

conyzoides.

De acordo com a literatura, o ion de m/z 316 pode ser atribuido a substancia
protonada [M+H]* N-oxido de licopsamina, o ion de m/z 387 pode corresponder a
linderoflavona B (5,6,7,8-tetrametoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona), o ion de m/z 403
pode ser do flavonoide 7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'-metilenodioxiflavona, o ion
de m/z 417 pode corresponder a eupalestina (5,6,7,8,5-pentametoxi-3’,4’-
metilenodioxiflavona), enquanto o ion de m/z 433 pode ser atribuido a 5'-
metoxinobiletina (5,6,7,8,3,4’,5’-heptametoxiflavona) (Faqueti, 2016). Além dos ions
de moléculas protonadas, € comum a ocorréncia de adutos, principalmente com Na e
K. Portanto, o ion de m/z 441 pode indicar a formacdo de um aduto [M+K]* da
substancia 7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'-metilenodioxiflavona, da mesma forma
que o ion de m/z 471 pode ser do aduto [M+K]* do composto 5’-metoxinobiletina.

Apesar de ndo ser observado com alta intensidade nesse espectro, o ion de
m/z 300 também é caracteristico desse vegetal, correspondente a substancia
licopsamina (Faqueti, 2016).

Na Figura 23, estao representados alguns espectros obtidos por PS-MS das

amostras adquiridas como erva de S&o Jodo na forma de plantas secas.
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Figura 23. Espectros representativos obtidos por PS(+)-MS de quatro amostras de vegetais

de erva de Sao Joao.

Na Figura 23a, € possivel observar alguns ions caracteristicos do Hypericum
perforatum, como os de m/z 465 e 537, que podem ser atribuidos ao hiperosideo e/ou
isoquercitrina e hiperforina, respectivamente. Além do sinal em m/z 575 que pode ser
atribuido ao aduto [M+K]* da hiperforina. De acordo com a literatura, o sinal em m/z
553 pode ser atribuido a substancia furohiperforina, encontrada em algumas amostras
de Hypericum perforatum (Verotta et al., 1999; Porzel et al., 2014). Nenhum dos sinais
de maior intensidade é caracteristico dos ions presentes no Ageratum conyzoides.

Entretanto, o espectro da Figura 23b apresentou diversos sinais atribuidos ao
Ageratum conyzoides, como os de m/z 300, 316, 403, 417 e 433, além do ion de m/z
551, o qual pode ser caracteristico do adiperforina, presente no Hypericum
perforatum, e do ion de m/z 575, atribuido ao aduto [M+K]* da hiperforina. De acordo
com a literatura, o sinal em m/z 523 pode ser atribuido a substancia denominada
protopseudohipericina (Porzel et al., 2014).

JA& o espectro da Figura 23c apresenta quase exclusivamente ions
caracteristicos do Ageratum conyzoides (m/z 300, 316, 403, 417 e 433).

E, por fim, o espectro da Figura 23d ndo apresenta sinal caracteristico de
nenhuma dessas espécies. De acordo com a literatura, os sinais em m/z 298, 326,

340 e 444 podem ser atribuidos ao vegetal Senna spectabilis, conhecido no Brasil
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como Céssia do Nordeste. Essa espécie possui diversos compostos fendlicos com
potencial atividades anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana, além de laxante
(Pivatto et al., 2005).

Na Figura 24, sdo mostrados trés espectros obtidos por PS-MS de amostras de
capsulas adquiridas como Erva de Sao Joao.

100
25
o0
a5
80

A) 433

=

403

P
= ]

&

Abundancia relativa

LM W s B
e s s

b 596

86

“
& 3 o

358 551 705
0 609

Abundancia relativa

Figura 24. Espectros representativos obtidos por PS(+)-MS de trés amostras de cdpsulas de

erva de Sao Joao.

Na Figura 24a, os sinais mais intensos do espectro séo caracteristicos dos ions
presentes no Ageratum conyzoides (m/z 300, 316, 387, 403, 417 e 433).

Na Figura 24b, também s&o observados sinais de diversos ions atribuidos ao
Ageratum conyzoides (m/z 300, 403, 417 e 433), além de alguns sinais caracteristicos

do Hypericum perforatum, como os ions de m/z 487, que pode ser atribuido ao aduto
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[M+Na]* do hiperosideo, de m/z 523, que pode ser caracteristico da substancia
protopseudohipericina, em m/z 537, atribuido a hiperforina, e de m/z 553, atribuido a
substancia furohiperforina.

Ja na Figura 24c n&o h& nenhum sinal intenso dos ions do Ageratum
conyzoides, e nota-se um sinal em m/z 523, atribuido a protopseudohipericina, um
sinal intenso em m/z 537, atribuido a hiperforina e em m/z 551, atribuido a adiperforina
(Tatsis et al., 2007; Porzel et al., 2014). O sinal em m/z 487 pode ser atribuido ao
aduto [M+Na]* do hiperosideo e em m/z 575 pode ser atribuido ao aduto [M+K]* da
hiperforina.

Na Figura 25 sdo mostrados dois espectros de amostras de erva de Sao Joao

adquiridos em comprimidos.
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Figura 25. Espectros representativos obtidos por PS(+)-MS de duas amostras de

comprimidos de erva de S&o Joao.

Nenhum dos espectros da Figura 25 apresenta sinais correspondentes aos ions
do Ageratum conyzoides, mas eles apresentam sinais atribuidos ao Hypericum
perforatum, como os de m/z 465 (hiperosideo ou isoquercitrina), 537 (hiperforina),

assim como seus adutos [M+Na]*de m/z 559 e [M+K]* de m/z 575. O sinal de m/z 469



71

pode ser atribuido ao ion da hiperfirina, o sinal de m/z 487 pode ser atribuido ao aduto
[M+Na]* do hiperosideo, o sinal de m/z 523 pode ser atribuido a
protopseudohipericina, e o sinal de m/z 553 pode ser atribuido a substancia
furohiperforina, de acordo com a literatura (Porzel et al., 2014; Tatsis et al., 2007;
Tolonen et al., 2002). Os demais sinais podem ser correspondentes aos excipientes
comumente utilizados em comprimidos.

Para confirmacédo dos resultados, os espectros de massas MS? das amostras
foram obtidos, com energias de colisdo variando entre 30 — 40 eV, assim como 0s
espectros de massas MS? do padrdo da Erva de Sao Jodo, estes obtidos tanto no
modo positivo quanto no modo negativo. Pelo espectro do padrdo da Erva de Séo
Jodo, foi possivel observar e fragmentar o ion [M+H]* da hiperforina (m/z 537), assim
como o [M-H] da mesma (m/z 535) e o ion [M-H] da hipericina (m/z 503), os quais
tiveram os perfis de fragmentacdo comparados com a literatura (Tatsis et al., 2007,
Porzel et al., 2014). Nos espectros das amostras de Erva de Sao Joao, o ion de m/z
537 apresentou fragmentos correspondentes aos do padrédo, em m/z 375, 425, 437,
465 e 509, cujas perdas de unidades de massa foram 162, 112, 100, 72 e 28,
respectivamente. Com relacdo ao ion [M+H]* da hipericina de m/z 505, tanto no
espectro do padrdo quanto nos espectros das amostras de Erva de S&o Jodo, o ion
se apresentou muito pouco intenso, a nivel de ruido. A Figura 26 mostra o espectro
do padrédo da Erva de S&o Jodo, e a Figura 6A do Apéndice mostra o espectro MS?
do ion m/z 537.

Dentre os demais ions correspondentes ao Hypericum perforatum, apenas
quercitrina (m/z 449) e hiperosideo (m/z 465) apresentaram sinais dos ions filhos
equivalentes aos encontrados na literatura. (Porzel et al., 2014) A fragmentag&o, no
modo positivo, do ion em m/z 449 resultou em fragmentos de m/z 303, 403, 419 e 431,
cujas perdas de unidades de massa foram 146, 46, 30 e 18, respectivamente. Na
literatura, os espectros foram obtidos no modo negativo, portanto o ion [M-H] da
quercitrina possui m/z 447. Quando fragmentado, ele gerou o ion filho de m/z 301,
perdendo, portanto, 146 unidades de massa. Ja a fragmentacdo do ion de m/z 465
resultou em fragmentos de m/z 303, 349, 375, 419 e 447, perdendo portanto, 162,
116, 90, 46 e 18 unidades de massa, respectivamente. Na literatura, o ion [M-H]" do
hiperosideo (m/z 463) gerou o ion filho em m/z 301, que equivale a perda de 162

unidades de massa. (Porzel et al., 2014) Os espectros das fragmentacdes da
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guercitrina e hiperosideo obtidos por PS-MS estdo apresentados nas Figuras 7A e 8A,

respectivamente, no Apéndice.
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Figura 26. Espectro representativo obtido por PS(+)-MS do padréo da Erva de Séo Joao.

Os espectros de massas MS? dos ions de m/z 403, 417 e 433, caracteristicos
do Ageratum conyzoides, também foram obtidos e comparados com a literatura. De
acordo com Faqueti, o ion em m/z 403 apresenta fragmentos de m/z 342, 359, 373 e
388. Ja o ion de m/z 417 apresenta fragmentos de m/z 356, 369, 387 e 402 (Faqueti,
2016). E, por fim, os ions filho provenientes da fragmentacéo do ion de m/z 433 séo
os de m/z 372, 385, 403 e 418. A maioria das fragmentacdes obtidas pelas amostras
caracterizadas como Ageratum conyzoides sdo compativeis com a literatura (Owen et
al., 2016). Os espectros das fragmentacfes dos ions de m/z 403, 417 e 433 obtidos
por PS-MS estéo apresentados nas Figuras 9A, 10A e 11A do Apéndice.

De modo geral, foi possivel verificar pelos espectros que algumas amostras
apresentaram sinais apenas do Hypericum perforatum, outras apenas do Ageratum
conyzoides, assim como houve amostras com a mistura de ambas as espécies. Além
disso, duas amostras de vegetais apresentaram ions de uma terceira espécie, a
Senna spectabilis.

Levando-se em conta que todas as amostras foram compradas como

Hypericum perforatum, € preocupante o fato de que 52,3% do seu conjunto continha
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outro principio ativo em sua composicado. Das 21 amostras consideradas auténticas,
ou seja, contendo apenas ions do Hypericum perforatum, 8 foram produzidas em
outros paises (Bulgaria, EUA, Reino Unido e Alemanha) e apenas 13 foram
brasileiras. Portanto, é clara a necessidade de um maior controle de qualidade desses
fitoterapicos no Brasil. A auséncia do principio ativo em algumas das amostras
analisadas evidencia que esse medicamento ndo apresentara o efeito esperado pelos
usuarios.

Apesar da técnica PS-MS ter sido eficiente na diferenciagdo das amostras com
relacao as espécies presentes, ha a necessidade da utilizacdo de um equipamento de
alta resolucdo para a confirmacdo dos resultados e diferenciacdo de massas
moleculares proximas, além da atribuicdo de ions que ndo puderam ser identificados,
contribuindo assim para avaliacdo mais completa dos metabdlitos presentes nessas

amostras.

3.4.1.4 Andlise de componentes principais (PCA)

Os dados relativos aos espectros de massas foram organizados em uma matriz
de 44 linhas por 650 colunas para a analise por PCA. Como pré-processamento foi
feita a centragem dos dados na média.

Inicialmente, foi verificado a possivel presenca de amostras anémalas (outliers)
através do grafico de T? de Hotelling versus residuos Q, com 95% de confianca.
Quando uma amostra se encontra no quadrante superior direito € considerada um
outlier, pois ela possui simultaneamente alto residuo e alta influéncia no modelo. Uma
amostra com elevado residuo é pouco modelada (variancia nédo incluida no modelo) e
pode ser excluida, enquanto uma amostra com alta influéncia tem muita contribuicéo
para o modelo (variancia incluida). Como pode-se observar na Figura 27, a amostra
29 foi considerada um outlier. Portanto, ela foi retirada e o modelo foi construido
novamente. No novo modelo, com a exclusédo da amostra 29, as amostras 25 e 39
também foram consideradas outliers e também foram retiradas do modelo. Assim, o
modelo PCA foi construido utilizando 41 amostras. O modelo explicou 64,27% da
variancia total dos dados utilizando-se 2 componentes principais. As demais
componentes ndo continham informagdes relevantes para a separagdo dos

agrupamentos e, portanto, foram desprezadas.
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Figura 27. Grafico de T2 de Hotelling x residuos Q.

Na Figura 28 esta apresentado o grafico de escores de PC1 versus PC2, no
que é possivel observar a formacao de dois agrupamentos. O agrupamento circulado
de azul corresponde as amostras cujos espectros apresentaram sinais
correspondentes aos metabdlitos do Ageratum conyzoides, tanto nos casos de
mistura das espécies, quanto nos espectros em que apareceram apenas ions desse
vegetal. JA o agrupamento circulado de vermelho corresponde as duas amostras de
Senna spectabilis. As demais amostras, portanto, sao referentes aos espectros que
continham fons apenas dos metabdlitos do Hypericum perforatum. E possivel
observar que essas amostras estao relativamente dispersas entre si, 0 que pode ser
causado pelos diferentes excipientes utilizados nos medicamentos. Por exemplo,
dentre as amostras que possuem 0s excipientes listados na embalagem ou na bula, é
possivel notar que algumas delas se encontram no lado positivo de PC2 e possuem
como excipiente apenas hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), enquanto as amostras no
lado negativo de PC2 possuem uma lista maior de excipientes, os quais incluem
estearato de magnésio, didxido de silicio, lactose e celulose. Além disso, sabe-se que
as diferentes condic¢des de cultivo podem influenciar na concentracédo dos metabdlitos
nas plantas, o que também pode ser um fator responsavel pela separacédo das

amostras.
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Figura 28. Gréficos de escores de PC1xPC2 dos espectros PS-MS das amostras de erva de

Sao Joao.

Os pesos (loadings) das variaveis estao ilustrados na Figura 29. Na Figura 29a
estdo apresentados os pesos de PC1. A discriminacdo das amostras ocorreu devido
a contribuicdo positiva dos sinais referentes ao Hypericum perforatum, ou seja, as
amostras consideradas auténticas, em m/z 537 e 575, atribuidos ao ion protonado e
ao aduto [M+K]* da hiperforina, respectivamente, além do ion de m/z 553, atribuido a
furohiperforina, e um ion de m/z 591. Os ions que contribuiram de forma negativa em
PC1 correspondem ao flavonoide 7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'-
metilenodioxiflavona (m/z 403), a 5,6,7,8,5-pentametoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona
(m/z 417) e & 5,6,7,8,3',4’,5'-heptametoxiflavona (m/z 433), todos caracteristicos do
Ageratum conyzoides.

Em PC2, os sinais que contribuiram positivamente para a separacdo das
amostras corresponderam tanto aos metabdlitos do Ageratum conyzoides (m/z 300,
403, 417 e 433), quanto do Hypericum perforatum (m/z 523), além do sinal de m/z
594. No modo negativo, 0s sinais que mais contribuiram foram os de m/z 298 e 326,
atribuidos a Senna spectabilis, além de ions do Hypericum perforatum (m/z 537, 559
e 575) e os sinais de m/z 549 e 593.
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Figura 29. Graficos de pesos de a) PC1 e b) PC2.

3.4.2 Andlises por TXRF

Nesse trabalho, optou-se por trabalhar com suspenséo ao invés do método
convencional, a digestdo acida, devido a vantagens como: menor custo, ja que nao
sdo utilizados grandes volumes de acidos, além de minimizar os erros causados por
perdas por volatilizacdo; rapidez no preparo de amostra; e possibilidade de
quantificacdo de cloreto, brometo e iodeto, que nédo podem ser determinados
guantitativamente quando se utiliza &cidos no preparo de amostra. (La Calle, de et al.,
2013).
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3.4.2.1 Planejamento fatorial fracionario para otimizacdo das analises por TXRF

O efeito das varidveis massa de amostra, proporcdo de Triton X114, tempo de
ultrassom (US), concentracdo do Pl (Ge) e volume colocado no disco sobre o
procedimento de preparo de amostra e andlises foram avaliados por meio de um
planejamento fatorial 2u°?. Foi calculada a porcentagem de recuperagdo dos
elementos na amostra de suspenséo com relagéo as suas concentragdes na amostra
digerida. Na Tabela 4, estdo apresentados os valores de resposta multipla para os
elementos: P, K, Ca, Ti, Mn, Ni, Cu, Zn, Rb e Sr.

Tabela 4. Resultados do planejamento fatorial 2,,°2 para otimizagdo das andlises por TXRF.

Ensaio Massa Triton Tempo de [Ge] Volumeno Resposta
(mg) X114 (%) US (min) (mg LY disco (uL) multipla

1 10 0 0 2,5 10 5,21
2 30 0 1,0 5 5,88
3 10 0,5 0 1,0 10 4,75
4 30 0,5 0 2,5 5 5,94
5 10 0 10 2,5 5 5,83
6 30 0 10 1,0 10 11,0
7 10 0,5 10 1,0 5 4,57
8 30 0,5 10 2,5 10 7,10
9 10 0 0 2,5 10 5,05
10 30 0 0 1,0 5 8,76
11 10 0,5 0 1,0 10 4,64
12 30 0,5 0 2,5 5 5,01
13 10 0 10 2,5 5 5,65
14 30 0 10 1,0 10 6,73
15 10 0,5 10 1,0 5 3,98
16 30 0,5 10 2,5 10 5,07

A partir dos dados desta tabela, foi construido um grafico de Pareto (Figura 30),
o qual indica que os fatores massa de amostra e propor¢cao de Triton apresentaram
efeitos significativos. Como o fator massa apresentou efeito positivo, indica que,
quando a massa de amostra é aumentada de 10 mg para 30 mg, ha um aumento no
valor da resposta multipla. Entretanto, dado que a espessura do filme no disco deve

ser a menor possivel, pela pequena distancia entre o porta-amostra e o detector, ndo
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foram realizados testes com valores de massa superiores, sendo escolhido o valor de
30 mg para as analises posteriores. Por outro lado, como a propor¢cdo de Triton
apresentou efeito negativo, a medida em que se aumenta de 0% para 0,5%, hd uma
diminuicdo da resposta multipla. Apesar de triton ser amplamente utilizado para
melhorar a estabilidade de suspensfes, mesmo em baixas concentracdes, ele pode
aumentar a espessura do filme e o background dos espectros. Esse efeito negativo
pode estar relacionado a esse fato, uma vez que para elementos em menores
concentragdes, o aumento do sinal de fundo é critico na quantificacéo.

Os demais fatores, concentracdo do PI, tempo de US e volume de amostra no
disco, ndo apresentaram influéncia significativa, portanto as condi¢cdes escolhidas
foram: [Ge] 1,0 mg L%, volume de amostra no disco 5 pL e ndo utilizacdo do

processador ultrassonico.

(1)Massa (mg) l2 79948

(2)Triton (%) -2,30896
(4)[Ge] (ppm) -.961967
(3)Tempo US (min) 8341511
(5)Volume (uL) 6967966

p=.05
Figura 30. Grafico de Pareto com as respostas multiplas obtidas a partir do planejamento

fatorial 2,,°2 empregado para otimizacéo do método de analise por TXRF.

3.4.2.2 Validacdo do método

A precisé@o e a exatiddo do método foram avaliadas através do desvio padrao
relativo (DPR) e do erro relativo (ER) utilizando um material de referéncia certificado,
NIST 1573a — folhas de tomate.

Inicialmente, utilizou-se o procedimento determinado pelo planejamento
experimental, ou seja, sem a utilizacdo de Triton X114 para a estabilizacdo das

suspensdes. Entretanto, ndo foi observada boa estabilidade das particulas tanto na
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solucédo quanto no disco. Além disso, os valores de DPR e ER foram muito elevados
para alguns elementos, como observado na Tabela 5. O procedimento foi realizado
com 8 repeticbes independentes, porém uma replicata foi considerada outlier e

retirada.

Tabela 5. Resultados de precisdo e veracidade do método de analise por TXRF utilizando o
CRM NIST 1573a, n =7.

Elemento Concentracao DPR (%) ER (%)
média (mg kg™?)

P 2706 12,3 25,2
S 7640 9,6 -20,4
Cl 2955 47,0 -55,2
K 18606 24,4 -30,5
Ca 36849 7,7 -27,0
Mn 264,5 10,4 7,4
Cu 3,760 11,4 -19,9
Zn 30,68 8,6 -0,9
Br 810,7 38,2 -37,6
Sr 71,11 36,8 -6,9

O procedimento foi realizado novamente utilizando 0,5% de Triton X114, para
melhor dispersao das particulas. Observando a Tabela 6, € possivel notar que apés a
adicao do Triton houve uma melhora na precisdo (DPR) e exatiddo (ER) para quase
todos os elementos. Portanto, optou-se por utilizar 0,5% de Triton X114 nas etapas
posteriores. O DPR variou de 5,2% para o Cu até 7,2% para o Cl, e os maiores valores
de ER foram para P, S e Cl. Os erros relativos maiores para elementos mais leves
como P, S e Cl sdo comuns nessa técnica, pois varias transicdes ocorrem na regiao
entre 1 e 5 keV, tornando o espectro mais complexo. (Resende, 2015) O limite de
guantificacdo (LQ) foi calculado multiplicando os valores de LD por 3,3.

A partir desses resultados, verificou-se que o método de analise de suspensdes
utilizando Triton X-114 como agente estabilizante apresenta desempenho satisfatério
para a determinacao dos constituintes inorganicos. Destaca-se que empregando esse
método foi possivel quantificar elementos com Cl e Br, que ndo podem ser

determinados quando se emprega procedimentos de digestdo acida.
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Tabela 6. Resultados de precisao e veracidade do método de andlise por TXRF com Triton
X114 utilizando o CRM NIST 1573a, n = 8.

Elemento Concentragao DPR(%) ER(%) LQ
média (mg kg™?) (mg kg?)

P 2554 5,7 18,2 159
7874 54 -18,0 91,7

Cl 5653 7,2 -14,4 58,7
K 24518 6,1 -8,4 26,5
Ca 44369 6,0 -12,0 17,0
Mn 232,4 55 -5,67 2,5
Cu 4,290 5,2 -8,8 1,1
Zn 29,06 6,8 -6,1 1,0
Br 1251 6,6 -3,8 0,8
Sr 84,69 6,1 -0,4 0,9

3.4.2.3 Analises das amostras de Erva de Sao Joao

Apoés otimizacdo das condicdes de preparo de amostras, foi realizada a
aquisicdo dos dados para todas as amostras de Erva de Sdo Jodo. O fragmento de

um dos espectros estéd apresentado na Figura 31.

Energia (keV)

Figura 31. Fragmento de um espectro de amostra de erva de Sao Jodo obtido por TXRF.

As faixas de concentracfes determinadas para os analitos, em mg kg, estédo

apresentadas na Tabela 7.



81

Tabela 7. Faixas de concentracdo os elementos determinados por TXRF nas amostras de

erva de S&o Joéo (n=43).

Faixa de concentracéo Faixa de concentracao
Elemento (mg kg™?) Elemento (mg kg™?)

p* 0,172 -45,4 As <LQ-2,18
S* 0,279 — 2,60 Br 3,23-74,9
CI* 0,430 — 14,6 Rb 1,74 -118
K* 5,77 - 34,3 Sr <LQ-512
Ca* 0,369 - 60,4 Y <LQ-13.2
Ti <LQ-2898 Cs <LQ-27,7
Mn 6,78 — 1268 Ba <LQ-169
Ni <LQ-10,9 Ce <LQ-46,9
Cu 391-314 Pb <LQ-247
Zn 10,7 — 157

* g kgl

Além dos elementos apresentados, foi detectado Ga em 8 amostras, porém
com concentra¢cdes abaixo do LQ em todas elas. Foi detectado também Fe em todas
as amostras. Entretanto, os valores de concentracdo desse elemento ndo sao
confiaveis no TXRF por ele ser detectado constantemente como contaminante nos
discos de quartzo. E, por fim, Cr também foi detectado em todas as amostras, porém,
esse elemento pode ser contaminante do moinho de bolas e, sendo assim, seus
valores de concentracdo nao foram considerados.

Elementos toxicos como As e Pb foram encontrados em algumas amostras em
concentragdes relativamente altas. No caso de As, a concentragdo maxima estava um
pouco acima do limite estabelecido pela Farmacopeia americana (USP — United
States Pharmacopeia) para medicamentos orais (1,5 mg kg?t), e a concentracéo
maxima de Pb estava quase cinco vezes acima do limite (0,5 mg kg?). (USP, 2017)
Como esses metais podem acumular no organismo, foi realizada uma avaliagdo mais
criteriosa, e as amostras contendo esses elementos foram analisadas por ICP-MS,
confirmando o resultado das concentracdes de As e Pb encontrados por TXRF. Em
um trabalho realizado no Brasil em 2020, os autores determinaram a presenca de
alguns metais em material seco de trés medicamentos naturais (Cordia salicifolia,

Chiococca alba (L.) Hitchc., e Echites peltata), em que foram encontradas
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concentracfes de Pb acima do limite da USP em todas as amostras analisadas.
(Tschinkel et al., 2020)

De maneira geral, todos os elementos apresentados na Tabela 7 foram
encontrados nas trés formas de apresentacdo das amostras (vegetais, capsulas e
comprimidos) em concentracdes diversas, com excecao de Cs, que foi encontrado em
apenas trés amostras de vegetais (adquiridas em Belo Horizonte).

Como ja foi constatado usando espectrometria de massas, as amostras
apresentam diferentes espécies em suas composi¢cdes que, por sua vez, absorvem
macro e micronutrientes de maneiras distintas. Considerando-se, portanto, apenas as
amostras de Hypericum perforatum, as faixas de concentracdes podem ser distintas
das apresentadas anteriormente. Na Tabela 8, estdo apresentadas as faixas de

concentracédo das amostras contendo apenas Hypericum perforatum.

Tabela 8. Faixas de concentracdo determinadas para os elementos nas amostras de erva de

S&0 Joao contendo apenas Hypericum perforatum (n=21).

Faixa de concentracéao Faixa de concentracao
Elemento (mg kg™?) Elemento (mg kg™?)

p* 0,423 -45,4 As <LQ-2,18
S* 0,279 — 2,60 Br 3,26 —22,7
CI 0,430 — 14,6 Rb 3,68 — 46,2
K* 5,77 -33,9 Sr <LQ-177
Ca* 0,369- 60,4 Y <LQ-4,40
Ti <LQ - 2898 Cs <LQ
Mn 8,29 — 1268 Ba <LQ-169
Ni <LQ-6,95 Ce <LQ-18,2
Cu <LQ-31,4 Pb <LQ-1,93
Zn 10,7 - 157

* g kgl

Como pode ser observado nesta tabela, nenhuma amostra de Hypericum
perforatum apresentou o elemento Cs. E os elementos As e Pb ainda estavam acima
do limite estabelecido pela USP em algumas amostras.

Os elementos detectados séo condizentes com os relatos da literatura. Owen
et al. (2016) analisaram amostras de erva de Sdo Jodo por ICP-OES. Além dos
elementos detectados nesse trabalho, os autores também quantificaram Al, B, Cd, Mg,
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Mo e Pt. Tais elementos ndo foram determinados por TXRF, porque Al, B e Mg séo
elementos muito leves e ndo é possivel quantifica-los com esta técnica, além da
ocorréncia de sobreposicao de sinais, pois a linha LB do Cd na mesma regido da Ka
do K. O Mo também néo pode ser quantificado por estar presente no tubo de radiacao
do equipamento. E Pt ndo foi detectado em nenhuma amostra. De forma reciproca,
alguns elementos quantificados por TXRF, como os halogénios, ndo séo
determinados por ICP-OES.

3.4.2.4 Andlise de componentes principais (PCA)

Os dados relativos as concentracdes dos elementos utilizando todas as
amostras foram inicialmente organizados em uma matriz de 44 linhas por 21 colunas
para a analise por PCA. Para esse modelo, o pré-processamento utilizado foi
autoescalamento, com a finalidade de atribuir pesos iguais a todas as variaveis,
independente da sua escala natural. Inicialmente, assim como no modelo com dados
de PS-MS, foi realizada a andlise da presenca de outliers pelo grafico de T2 de
Hotelling versus residuos Q, com 95% de confianca, em que nao foi detectada
nenhuma amostra andmala. O grafico de escores de PC1l versus PC2 esta
apresentado na Figura 32. Como é possivel observar, houve a discriminacao de trés
amostras das demais. Em PC1 houve, principalmente, a discriminagdo de uma
amostra (adquirida em Belo Horizonte), no lado positivo, das demais. Essa
discriminacéo se deu pelas elevadas concentracdes de alguns elementos (Rb, Sr, Y,
Cs, Ba, Ce e Pb) em contraste aos demais. E, em PC2, duas amostras de comprimidos
foram agrupadas no lado positivo, ambas produzidas em Wellingborough — Reino
Unido. A discriminacéo se deu pelas elevadas concentracdes de elementos como P,
Ca, Ti e Ni em contraste as menores concentracdes de Cl, Cu e As. Esse mesmo perfil
de agrupamentos foi observado na terceira componentes principal. Entretanto, devido
as elevadas influéncias dessas amostras no modelo ha uma dificuldade em se
observar o comportamento das demais amostras nas trés primeiras componentes

principais. Devido a isso, um novo modelo PCA foi construido sem essas amostras.
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Foi construido o novo modelo PCA, o qual explicou 45,86% da variancia
utilizando-se 2 componentes principais. As demais componentes ndo continham
informacgdes relevantes para a separagcdo dos agrupamentos e, portanto, ndo foram
consideradas. Para esse modelo também foi utilizado o autoescalamento como pré-

processamento. Na Figura 33, esta apresentado o grafico de escores de PC1xPC2.
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Pelo grafico de escores de PCl versus PC2 é possivel observar a
discriminacdo de alguns grupos de amostras. Em PC1, responsavel por explicar
27,64% da variancia, houve a formacdo de um agrupamento no lado positivo
composto por algumas amostras adquiridas em diferentes cidades do Brasil (Belo
Horizonte, Patos de Minas, Itajuba e Sdo Paulo).

Em PC2, com 18,22% da variancia explicada, ocorreu a separagédo, no lado

positivo, da amostra 31, da marca Alterative Pharma, produzida em Descalvado — SP.

Na figura 34 estdo apresentados os graficos de pesos das variaveis para as

duas primeiras PCs.
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Pelo grafico dos pesos de PC1l (Figura 34a), € possivel observar que a
discriminacéo das amostras no lado positivo se deu principalmente pela contribuicéo
dos elementos Ca, Rb, Sr, Y, Ba, Ce e Pb. No lado negativo, os elementos
responsaveis pela discriminacédo foram ClI, Ni e As.

Em PC2, os elementos que mais contribuiram positivamente para a
discriminacdo foram principalmente S, Cl, K e Cu, devido as suas elevadas
concentracfes, enquanto no lado negativo a separacdo se deu pela contribuicdo de
Sr, Ba e Ce (Figura 34b).

Os modelos PCA construidos com os dados elementares mostraram uma
tendéncia de separacdo das amostras com relacdo a distribuicdo geografica dos
vegetais. Entretanto, como ja foi constatado, as amostras apresentam diferentes
espécies em suas composicdes que, por sua vez, absorvem macro e micronutrientes
de maneira distinta. Portanto, além das amostras serem de localizacfes diferentes,
elas contém espécies de vegetais diferentes, sendo dois fatores que influenciam nas
concentragdes dos elementos. Assim, foi construido um novo modelo PCA somente
com as amostras que continham apenas Hypericum perforatum, utilizando-se 2
componentes principais, responsaveis por explicar 53,90% da variancia total dos
dados. O grafico de escores estdo apresentados na Figura 35.

No grafico de PC1 versus PC2 (Figura 35) € possivel observar uma maior
discriminagdo entre uma amostra de capsula (12) no lado positivo de PC1, de duas
amostras de comprimido (17 e 18) no lado negativo. A amostra com numeracao 12
nesse grafico é a da marca Alterative Pharma, produzida em Descalvado — SP (com
numeracgdo 31 no grafico de PCA do modelo completo), enquanto as amostras 17 e
18 sdo ambas produzidas em Wellingborough — Inglaterra. Em PC2, h& principalmente
a discriminacdo das amostras 2 e 3 das demais. A amostra 2 corresponde a uma
amostra de vegetal produzida em Esmeraldas — MG, enquanto a 3 corresponde a uma
amostra de cdpsula adquirida em Belo Horizonte, mas sem informacdes sobre o local

de producéo.
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TXRF apenas com amostras de Hypericum perforatum.

Os graficos de pesos estdo apresentados na Figura 36.

Pelo gréfico de pesos de PC1l (Figura 36a) € possivel observar que os
elementos que contribuiram positivamente para a discriminacéo foram S, Cl, K, C e
As, em elevadas concentragcbes na amostra 12, em oposicdo as elevadas
concentracbes de P, Ca e Ti nas amostras de Wellingborough. Ja em PC2 (Figura
36b), os elementos que tiveram maior contribuicdo positiva foram Mn, Zn, Rb, Sr, Y,
Ba e Pb, que apresentaram concentracdes elevadas nas amostras 2 e 3, em 0posi¢ao

principalmente aos elementos P, Cl, K, Ca, Ti e Ni.
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Figura 36. Graficos de pesos de a) PC1 e b) PC2 do modelo contendo dados de TXRF

apenas com amostras de Hypericum perforatum.

3.4.3 Fuséo de dados

Com o intuito de se obter um conhecimento mais completo sobre as amostras
analisadas, avaliando a sinergia entre dados moleculares e atémicos, foi construido
um modelo de fus@o dos dados de PS-MS com os de TXRF. Foi adotada a estratégia
mais simples e comum na literatura, a fuséo de dados de baixo nivel, ou seja, os dados
foram simplesmente concatenados, devidamente pré-processados e modelados.
Essa estratégia foi adotada, porque nas fusdes de nivel médio e alto ha uma grande
dificuldade na interpretacéo e andlise dos pesos, ja que os resultados do modelo final

sdo expressos com relacdo as influéncias de cada componente principal original, e
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ndo aos resultados de cada técnica em si. Portanto, as variaveis referentes a cada
técnica foram tratadas individualmente e, apos a fusdo dos dados, todas as variaveis
foram autoescaladas a fim de compensar os efeitos das diferentes naturezas das
variaveis fundidas.

Inicialmente, foi verificado a possivel presenca de amostras andmalas (outliers)
através do grafico de T? de Hotelling versus residuos Q, com 95% de confianga. Como
pode ser observado na Figura 37, nenhuma amostra se encontrou no quadrante

superior direito e, portanto, nenhuma amostra foi considerada outlier.
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Figura 37. Gréfico de T2 de Hotelling x residuos Q.

Foi construido, portanto, um modelo PCA que explicou 55,92% da variancia
total dos dados, com duas componentes principais. As demais PCs ndo apresentaram
resultados relevantes e por isso nao foram utilizadas. O grafico dos escores de PC1

versus PC2 esta apresentado na Figura 38.
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Em PC1, que explica 46,48% da variancia do modelo, ocorreu, basicamente, a
discriminacdo de 3 amostras de capsulas, no lado positivo, em relacdo as demais
amostras. Dessas 3 amostras, uma (amostra 18) é considerada auténtica, ou seja,
contém apenas Hypericum perforatum, uma amostra € considerada adulterada
(amostra 39) por conter Ageratum conyzoides em sua formulagdo, e a amostra 25
havia sido retirada do modelo PCA anterior (com dados de PS-MS), por ser um outlier,
mas pelo espectro de massas ela é considerada uma amostra auténtica. Pode-se
observar também uma aglomeracdo de amostras no quadrante superior esquerdo,
semelhante ao que ocorreu no modelo apenas com dados de PS-MS, referente a
amostras consideradas adulteradas. Com relacdo a localizacdo geogréafica de
producdo de cada uma dessas amostras, de acordo com os rotulos, a amostra 25 foi
produzida nos EUA, a 39 no estado de Sdo Paulo e para a amostra 18 ndo h&
informagao.

Em PC2, ocorreu principalmente uma discriminacéo entre as amostras 18, no
lado positivo, e amostra 29, no lado negativo. Como mencionado anteriormente, a
amostra 18 é considerada auténtica, e a amostra 29, que também havia sido retirada
do modelo anterior (com dados de PS-MS) por ser um outlier, é considerada auténtica.
A amostra 18 nao contém informacé&o do local de producdo, como ja mencionado, e a

amostra 29 foi produzida em Belo Horizonte.
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Figura 39. Graficos de pesos de a) PC1 e b) PC2 para o modelo PCA obtido por fusao de

dados.

Na Figura 39 estdo apresentados os graficos dos pesos da PCA. Como as

variaveis tiveram de ser autoescaladas ap0s a fuséo, os sinais de massas perderam

a proporcédo entre os sinais de maior intensidade com relacao ao ruido. Porém, ainda

assim, foi possivel observar as variaveis que mais contribuiram para as

discriminacbes das amostras. Em PC1l, é possivel observar que houve uma

contribuicdo negativa das variaveis de m/z 298 e 326, caracteristicas da Senna

spectabilis, e de m/z 316, 403 e 433, caracteristicas da Ageratum conyzoides,

juntamente com os elementos K e Rb, em oposi¢cado aos demais sinais de massas e

aos elementos P e Ni. Ja em PC2, houve uma contribuicdo positiva dos sinais de m/z
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316, 403 e 433, junto com os elementos Rb, Y e Ba, e contribuicdo negativa dos sinais
de m/z 537, 551, 575 e 593, somados aos elementos Cl e Cu.

A partir desses resultados, pode-se notar que a fusado de dados contribuiu para
melhor visualizar a discriminac@o das amostras e devera ser ainda mais util quando o

modelo for complementado com um nimero maior de amostras.

3.5 Conclusbes parciais

Esta parte da tese teve como objetivo analisar amostras de Hypericum
perforatum L. adquiridas em comércios de diversas cidades brasileiras e em outros
paises, por PS-MS e TXRF. Portanto, nesse contexto, 43 amostras (vegetais,
capsulas e comprimidos) comercializadas como erva de S&o Joao foram analisadas
juntamente com uma amostra previamente conhecida como Ageratum conyzoides,
gue, assim como a Hypericum perforatum, também possui 0 nome popular de erva de
S&o Joéo no Brasil.

Pelas analises por PS-MS foi possivel identificar amostras que continham
diferentes principios ativos, além do Hypericum perforatum, como a mistura desse
vegetal com o Ageratum conyzoides, além de amostras que continham apenas o
Ageratum conyzoides e ainda amostras com uma terceira espécie, 0 Senna
spectabilis. O modelo PCA discriminou os grupos de amostras com relacdo aos
vegetais presentes. Todas essas identificacdes foram possiveis devido aos sinais
caracteristicos de metabdlitos dessas espécies.

Pelas analises por TXRF foi possivel identificar e quantificar 19 elementos
presentes nas amostras. Em algumas amostras, os metais toxicos Pb e Ni estavam
presentes em niveis elevados. Através de um modelo PCA foi possivel observar uma
tendéncia de discriminagdo das amostras com relacdo as suas localizacdes
geograficas.

Foi testada a estratégia de fusdo de dados das técnicas PS-MS e TXRF para a
construcdo de um novo modelo PCA. Nesse modelo, foi observado uma tendéncia de
discriminag&o das amostras com relagéo as espécies presentes, como no modelo com
dados do PS-MS, e ainda, dentro desses agrupamentos, ocorreu a discriminagao com

relacdo aos elementos presentes nas amostras.
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4 AVALIACAO DE AUTENTICIDADE DE AMOSTRAS COMERCIAIS DE LYCIUM
BARBARUM (GOJI BERRY)

4.1 Introducgao

Alguns alimentos apresentam elevado valor nutricional por conter uma grande
guantidade de nutrientes, como vitaminas, minerais, fibras e proteinas, sendo muito
benéficos a salude e capazes de prevenir doencas. Esses alimentos, que podem ser
popularmente conhecidos em alguns paises como “superalimentos”, estdo sendo
cada vez mais consumidos atualmente, devido a grande procura por produtos naturais
como substitutos de medicamentos de origem sintética. Um exemplo de alimento
conhecido por seu elevado valor nutricional € o fruto de Goji berry (Lycium barbarum
L.) (Figura 40), que pode ser consumido como fruta, matéria-prima de alimentos, cha
ou suplemento alimentar (Liu et al., 2021). Lycium barbarum L., também conhecido
como wolfberry, lycii fructus ou goji, € um arbusto de folha caduca solanacea,
pertencente a familia das Solanaceae, com frutos de 1 - 2 cm de comprimento, de cor

vermelho-alaranjada (Donno et al., 2015).

Figura 40. Frutos de Lycium barbarum.

Apesar dos frutos de goji berry estarem sendo mais consumidos ao redor do
mundo nos ultimos anos, devido ao crescente conhecimento de seus diversos
beneficios, ela é uma planta muito tradicional na medicina chinesa, utilizada ha
milhares de anos. Os frutos secos de Lycium barbarum séo frequentemente utilizados
para melhoria do sistema imunologico, prevencdo de cancer, propriedades
antioxidantes, além de serem utilizados como matéria-prima de suplementos
alimentares e fonte de vitamina C (Wu et al., 2018). Além disso, ha estudos que

indicam seus efeitos no metabolismo, envelhecimento, fadiga, controle da glicose em
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diabéticos, fortalecimento dos rins, do figado, entre outros (Yang et al., 2022). A
bioatividade dos frutos de L. barbarum esta intimamente associada aos seus
componentes fitoquimicos, como polissacarideos, polifendis, carotenoides, acidos
fendlicos, flavonoides, acidos graxos, aminoécidos, minerais e vitaminas (Wu et al.,
2018; Yang et al., 2022). Além disso, estudos indicam a presenca de espermidinas,
grupo de aminas de acido hidroxicinamico aciladas, que sdo responsaveis por
diversos beneficios da goji berry (Ahad et al., 2020; Inbaraj et al., 2008). Alguns dos
compostos presentes no Lycium barbarum relatados na literatura estdo apresentados
na Tabela 9.

Tabela 9. Alguns dos compostos presentes no Lycium barbarum L.

Componentes Exemplos Referéncias
Polissacarideos (Wang, Chang e Chen,
2009)
Polifendis / flavonoides / Acido gélico, catequina, acido (Zhu et al., 2017)
Acidos fendlicos clorogeénico, rutina, quercetina, (Magiera e Zareba, 2015)

kaempferol, acido p-cumarico (Inbaraj et al., 2010)

Carotenoides Zeaxantina, neoxantina, B- (Inbaraj et al., 2008)
criptoxantina, B-caroteno, luteina

Aminoacidos Isoleucina, triptofano (Appoloni, 2015)
Vitaminas Vitaminas C, E, B1, B2, B6 (Appoloni, 2015)
Espermidinas N,N’,N”-tris-hidroxicinamoil (Ahad et al., 2020)

espermidina, dicafeoil espermidina (Xiao et al., 2019)

Os compostos fendlicos estdo presentes em uma grande variedade de vegetais
e frutas, sendo muito benéficos a saude, pois possuem iniUmeras atividades funcionais
e biologicas, como antioxidantes, antienvelhecimento, além de auxiliarem no controle
de glicose e colesterol (Zhao et al., 2019; Appoloni, 2015). Outros compostos muito
comuns sdo o0s carotenoides, que também possuem acdo antioxidante e sao
encontrados em diversos vegetais, podendo ser benéfico ao combate de varias
doencas, principalmente relacionadas a visdo e osteoporose (Appoloni, 2015). As
espermidinas, por sua vez, sdo encontradas principalmente na familia das
Solanaceae, e de acordo com estudos, dentre seus inUmeros beneficios a saude

pode-se destacar a excelente atividade antioxidante e baixa toxicidade de seus
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compostos, reducdo de patologias cardiovasculares e suas comorbidades, como
obesidade, diabetes e problemas renais (Ahad et al., 2020).

Porém, apesar de diversos estudos comprovarem os beneficios do consumo
de goji berry, seus possiveis efeitos toxicos e adversos ndo sdo muito bem
conhecidos. Por essa razdo, em 2015 a ANVISA havia orientado o consumo
moderado dos frutos de goji, alegando a falta de conhecimento suficiente sobre os
efeitos provocados pela sua ingestdo em altas quantidades (ANVISA, 2015).
Posteriormente, em 2018, foi publicado o novo marco regulatério dos suplementos
alimentares, no qual se enquadram os frutos de Lycium barbarum no pais. As novas
regras passaram a exigir requisitos sanitarios e comprovacao de seguranca para 0s
suplementos alimentares, além da obrigacdo de informacdes nos rotulos dos
produtos, como listas de constituintes e limites de uso (minimo e maximo) (ANVISA,
2018).

4.1.1 Analise e identificagdo dos compostos de Goji berry

Na literatura, ha diversos trabalhos que utilizam técnicas analiticas para
identificar, caracterizar ou quantificar os compostos caracteristicos da Lycium
barbarum. Os métodos mais comuns incluem cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), cromatografia em camada delgada (TLC) ou cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (HPTLC), espectroscopia de absor¢céo no infravermelho
(IR), cromatografia gasosa (GC) e eletroforese capilar (CE), além de técnicas de
espectrometria de massa (MS) e andlise de imagens hiperespectrais em conjunto com
a quimiometria (Yao et al., 2018).

Inbaraj et al. (2010) utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas (HPLC-DAD-ESI-MS) para identificar e quantificar 52
acidos fendlicos e flavonoides em frutos de Lycium barbarum. Dentre os compostos
determinados nas amostras analisadas, estavam presente em maior fracdo de massa:
quercetina-ramno-di-hexosideo, quercetina-3-O-rutinosideo, isbmeros do acido
dicafeoilquinico, acido clorogénico, kaempferol-3-O-rutinosideo, acido p-cumarico,
acido cafeico e acido vanilico.

Xu et al. (2021) utilizaram cromatografia de ultra eficiéncia com espectrometria
de massas (UHPLC-QTRAP-MS/MS) para hidrolisar polissacarideos isolados de
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Lycium barbarum. Os resultados mostraram que tais polissacarideos eram compostos
por 7 monossacarideos: galactose, arabinose, manose, ramnose, xilose, ribose e
glicose. Através desses dados, os autores puderam avaliar a qualidade das amostras
de Lycium barbarum nas diferentes regides da China, e ainda discriminar as amostras
dependendo da composicdo das plantas por localizacdo geogréfica, utilizando
técnicas quimiométricas.

Zhu et al. (2017) determinaram polifendis em folhas de Lycium barbarum por
HPLC-MS. Ao todo foram determinados e quantificados 20 compostos, incluindo
acidos clorogénicos, flavonoides e acidos fendlicos. Alguns deles, como acido
neoclorogénico, acido criptoclorogénico, acidos isoclorogénicos A, B e C, foram
identificados em folhas de Lycium barbarum cultivadas na China pela primeira vez.

Ahad et al. (2020) determinaram espermidinas em frutos de goji berry por
cromatografia de ultra eficiéncia acoplada a espectrometro de massas (UPLC-Q-
TOF/MS). Nesse trabalho, foi possivel a caracterizacéo de 41 espermidinas, das quais
26 foram relatadas pela primeira vez em Lycium barbarum. Além disso, os autores
puderam identificar as substancias pelos espectros MS? das espermidinas,
encontrando uma correlacéo entre os ions dos fragmentos para distincao de isdmeros.

Apesar dos diversos trabalhos de identificagdo de compostos presentes em
Lycium barbarum, ha poucas publicacdes relacionadas a controle de qualidade e
possiveis adulteracdes dos produtos comerciais. Um dos Unicos trabalhos visando
detectar a adulteracdo das amostras foi de Ninggiu et al. (2022), que desenvolveram
um método para diferenciar amostras auténticas e adulteradas de Lycium barbarum
por tecnologia de imagem hiperespectral, focando principalmente na adulteragao por
adicao de substéncias e corantes.

No Brasil, ndo ha relatos de estudos sobre os produtos comercializados a base
de Lycium barbarum, pois além da fruta in natura e desidratada, também & comum
encontrar capsulas e outros produtos processados. Porém, uma caracteristica das
formulacBes a base de goji berry é a grande diferenca de preco entre marcas. Por
exemplo, frascos de capsulas de goji berry podem variar entre aproximadamente
R$20,00 até mais de R$100,00 contendo as mesmas quantidades, o que gera um

alerta sobre a qualidade desses produtos.
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4.1.1.1 Extracdo dos compostos

Em grande parte dos trabalhos sobre analise de goji berry séo realizados
estudos sobre as melhores condi¢des de extracdo dos compostos de interesse, ja que
pode haver diferenca no preparo de amostra com relacdo as substancias que se
deseja extrair, além da parte da planta utilizada. De maneira geral, séo utilizados como
solventes metanol ou etanol, e a extracao é realizada com sonicacédo ou banho-maria.
A Tabela 10 apresenta algumas condi¢@es relatadas na literatura.

Um protocolo para identificacdo e quantificacdo de antioxidantes em frutos de
Lycium barbarum por HPLC-MS empregou 30 g de amostra de frutos moidos e a
extracao foi realizada com 600 mL de etanol (95% (v/v) em banho-maria por 2 h (Le,
Chiu e Ng, 2007). Ahad et al. (2020) identificaram e caracterizaram espermidinas em
goji berry, realizando a extragdo com 0,5 g de amostra, 50 mL de etanol 90% (v/v) e
sonicacao por 3h, e analise por UPLC-QTOF/MS/MS. Em um trabalho com o objetivo
de diferenciar as plantas de acordo com a localizacdo geogréfica, foi realizada a
extragcao utilizando 0,5 g de amostra com 4,0 mL de etanol 80% (v/v) e sonicagéo por
30 min. Em seguida, foi feita a centrifugacdo da mistura e o sobrenadante foi
novamente extraido em acetonitrila 50% (v/v) e sonicac¢do por 5 min, com posterior
analise por UPLC-MS (Lu et al., 2014). Mocan et al. (2018) tiveram como objetivo
caracterizar substancias oxidantes e enzimas de Lycium barbarum cultivadas em dois
locais diferentes. Para isso, eles realizaram a extragéo de 2,0 g de amostra com 20
mL de etanol 70% (v/v) e sonicacao por 1 h, antes da analise por UHPLC-QTOF-MS.

As diferentes condicdes de extracdo utilizadas pelos autores estdo
relacionadas as diferentes substancias que se desejava extrair em cada estudo, assim
como as diferentes partes das plantas utilizadas. Mas de maneira geral, os métodos
apresentados utilizam uma quantidade consideravel de solventes e realizaram as
extracBes em tempos relativamente longos, dependendo da quantidade de amostras

analisadas.



98

Tabela 10. Condicdes de extracdo de Goji berry relatadas na literatura.

Referéncias Preparo de amostra

(Le, Chiu e Ng, 2007) 30,0 g amostra + 600 mL etanol (95%) +
banho-maria (90°C por 2h)

(Ahad et al., 2020) 5,0 g amostra + 50 mL metanol (90%) +
sonicacgéo (3 h)

(Lu et al., 2014) Etapa 1: 0,5 g amostra + 4 mL etanol (80%)
+ sonicagéo (30 min)
Etapa 2: Sobrenadante + 1 mL acetonitrila
(50%) + sonicagao (5 min)

(Mocan et al., 2018) 2,0 g amostra + 20 mL metanol (70%) +
sonicagdo (1 h)

4.2 Objetivos

O objetivo desse capitulo foi avaliar o desempenho da técnica espectrometria
de massas com ionizacdo por paper spray (PS-MS), como uma técnica rapida, simples
e de baixo custo, para avaliacdo de autenticidade de amostras comerciais de Lycium
barbarum.

De forma complementar, foi utilizado o método quimiométrico andlise de
componentes principais (PCA), a fim de identificar grupos de amostras que possuem

composicao quimica similar.

4.3 Metodologia

4.3.1 Amostras

Um total de 28 amostras de Goji berry em cépsulas foram adquiridas no
comércio local da cidade de Belo Horizonte ou pela internet, como apresentado na
Tabela 11. As fotos das embalagens de trés dessas amostras estao apresentadas na

Figura 41.



Tabela 11. Marca e origem das amostras comerciais de Goji berry analisadas.

Amostras

Marca

Local de aquisicéo

Produzido / Embalado

Alterative Pharma
Apisnutri
Bio Vitta’s
BioNutri / VR Suplementos
BS Pharma
Cha Mais / Hilé
Denature
DUOM
Embras Flora
Erva Nativa — Produtos naturais
Erva Nativa — Produtos naturais
FarmaSantos
Fitoplant
Fitoway
Flora Nativa do Brasil
Fortaleza — Saude Total
Fortaleza — Saude total
Katigua / Natu Bell
MaxiNutri
Natuviva
Nutrends
Recover Farma
Rei Terra
Unilife Vitamins
Vida Real — Suplementos naturais
Vital Natus
Vitaminlife / LP Farmacéutica

W Vegan / Herbasalve

Internet
Internet

Belo Horizonte — MG
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet

Belo Horizonte — MG
Internet
Internet
Internet
Internet

Belo Horizonte — MG
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet
Internet

Internet

Descalvado — SP
Mandaguari — PR
n.e.
Braganca Paulista - SP
Belo Horizonte — MG
Xanxeré — SC
Marataizes — ES
Colombo - PR
n.e.
Itapemirim — ES
Itapemirim — ES
Santo André - SP
Feira de Santana — BA
Taruma — SP
Itapemirim — ES
n.e.

n.e.
Extrema — MG
Arapongas — PR
n.e.
Varginha — MG
Itu — SP
Boa Esperanga - ES
Maringa — PR
n.e.

Salto — SP
Matéo — SP
Sé&o Paulo — SP

n.e.: Informacg&o ndo encontrada
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Figura 41. Imagens de algumas amostras comerciais de Goji berry em cépsulas analisadas

nesse trabalho.

Além das amostras apresentadas na Tabela 11, duas amostras de frutos de
Goji berry desidratados (Figura 42), adquiridas na cidade de Belo Horizonte, foram

utilizadas como referéncia, consideradas amostras auténticas.

Figura 42. Imagem de amostra de frutos secos de Goji berry utilizada como referéncia.

As amostras de frutas foram moidas em um moinho de bolas CryoMill da marca
Retsch (Alemanha), utilizando nitrogénio liquido durante a moagem. Para isso, foi
utilizada frequéncia de 20 Hz em um tempo de 2 min. Ap0s a moagem, as amostras
pulverizadas foram armazenadas em frascos secos e mantidas a temperatura
ambiente. As amostras de capsulas, por ja se apresentarem pulverizadas, foram

apenas homogeneizadas e armazenadas, mantidas a temperatura ambiente.
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4.3.2 Espectrometria de massas com ionizacdo por paper spray (PS-MS)

4.3.2.1 Reagentes e instrumentacao

Para o procedimento de extracdo foi utilizado etanol grau HPLC (J.T. Baker,
EUA), e processador ultrassénico modelo VCX 550 (Sonics, Newtown, CT, EUA) com
0 acessorio cup horn. Uma centrifuga (AWEL, modelo MF 20-R, Franca) foi utilizada
na centrifugacdo das amostras e um agitador vortex (Marconi, MA — 162, Brasil) para
a homogeneizacéo. Para pesagem das amostras foi utilizada uma balancga analitica
(Shimadzu, AUW220D, Brasil).

Foi utilizado metanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA) como solvente para as
analises por PS-MS. Como substrato para aplicacdo das amostras foi utilizado papel
cromatografico nimero 1 da Whatman, cortado na forma de tridngulos equilateros com
dimensdes de 1,5 cm utilizando uma tesoura convencional previamente higienizada
com uma solucédo metanol/agua 50:50.

As medidas foram realizadas em um espectrémetro de massas Thermo Fisher
LCQ-Fleet com analisador de massas de baixa resolucao do tipo lon Trap (San Jose,
Califérnia, USA). A fonte de ionizacdo paper spray foi construida utilizando um clipe
metalico do tipo jacaré, mantido em um suporte universal, o qual permite
movimentacdo manual nos planos x, y e z, ajustando o posicionamento do papel a
entrada do espectrémetro.

As condi¢gbes do equipamento foram otimizadas, e os parametros utilizados
foram os seguintes: temperatura do capilar: 275°C; potencial do paper spray ho modo
positivo: 4,5 kV; volume de amostra: 10 pL; volume de solvente no papel: 15 uL; e

distancia entre o papel e a entrada do espectrometro de massas: 0,5 cm.

4.3.2.2. Procedimento de extracao

Foi realizado um procedimento de extracdo em etanol, utilizando um
processador ultrassénico com o acessoério cup horn. Para encontrar as condicfes
ideais, foi realizado um planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central para
avaliar os efeitos das variaveis: amplitude de vibracédo (25; 50; 75%) e tempo (30; 60;
90 min) na eficiéncia da extracdo. O objetivo era avaliar a condicdo que resultasse

Nos sinais mais intensos das substancias estudadas.
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Para este estudo, 100,0 mg de amostras de Goji berry (frutas) previamente
moidas foram transferidas para tubos Eppendorf, nos quais foi adicionado 2,0 mL de

etanol.

Tabela 12. Condicdes do planejamento experimental 22 com triplicata no ponto central para

o procedimento de extragao.

Niveis
Variaveis -1 0 +1
Amplitude (%) 25 50 75
Tempo (min) 30 60 90

Apos o procedimento de extracdo, as solucbes foram centrifugadas, e 990 pL
do extrato foram adicionados a 10 pL do padréo interno Midazolam ([M+H]* m/z 326),
de forma que a concentracéo final do Pl na solucéo fosse de 3,0 mg L.

Para o tratamento dos dados, os valores de abundéancia absoluta dos ions de
interesse foram divididos pelos valores do Pl e, posteriormente, foi utilizado o célculo
de resposta multipla conforme explicado anteriormente (no capitulo de Hypericum

perforatum).

4.3.2.3 Tratamento dos dados

O planejamento experimental foi realizado utilizando o software STATISTICA®
versdo 10.0. Os modelos foram obtidos com nivel de confianga de 95%.

Os modelos PCA foram construidos no software MATLAB, versédo 7.9.0.529
(The MathWorks, Natick, MA, EUA) utilizando o pacote PLS_Toolbox, versédo 5.2.2
(Eigenvector Research, Manson, WA, EUA). Para os modelos PCA utilizando os
dados de PS-MS foi utilizado como pré-processamento a centragem dos dados na

média.
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4 .4 Resultados e discussao

4.4.1 Processamento das amostras

Inicialmente, as capsulas de Goji berry de cada amostra foram abertas e o p6
misturado para homogeneizag¢do. Com isso, foi possivel notar uma grande diferenca
de cores e texturas entre as amostras, como mostrado na Figura 43. Da mesma forma,
0s extratos também apresentaram coloracfes diferentes (Figura 44), o que poderia

ser um indicativo de mistura de substancias ou até mesmo adulteracdo dos produtos.

Figura 44. Imagem de alguns dos extratos das amostras comerciais de Goiji berry.

As amostras de frutas secas de Goji berry foram utilizadas como referéncia,
consideradas auténticas. Alguns dos ions dos metabdlitos de referéncia da Lycium

barbarum estdo apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. lons dos metabdlitos de referéncia da Lycium barbarum.

[M+H]* (m/z) Identificac&o pela literatura Referéncias
300 A5 (derivados de cafeoil-tiramina) XIAO et al.
472 N1-dhc-N3-cafeoil-espermidina AHAD et al.; XIAO et al.
474 N1,N3-bis-dhc-espermidina AHAD et al.; XIAO et al.
512 - AHAD et al.
569 9-zeaxantina ou trans-zeaxantina INBARAJ et al.
634 Isdmero de licibarbarspermidina B XIAO et al.
796 Isbmero de licibarbarspermidina F XIAO et al.
798 Isdmero de licibarbarspermidina M XIAO et al.
807 Monopalmitato de zeaxantina INBARAJ et al.

A partir das informagBes dos metabdlitos de interesse, foi realizado o
planejamento fatorial 2% com triplicata no ponto central para avaliar os efeitos das
variaveis: amplitude (25; 50; 75%) e tempo (30; 60; 90 min) no processador
ultrassonico, com o intuito de encontrar a condigcdo de extragcado que resultaria em
extratos mais puros em relacdo a essas substancias. Os valores de resposta multipla

para cada ensaio estao apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultado do planejamento fatorial 22 com triplicata no ponto central para o

procedimento de extracao.

Ensaio Amplitude (%) Tempo (min) Resposta multipla
1 25 30 0,5983
2 75 30 0,9170
3 25 90 1,1232
4 75 90 0,3841
5 50 60 0,3095
6 50 60 0,2832
7 50 60 0,4332

A partir desses dados foi construido um diagrama de Pareto que nao
considerou nenhum dos efeitos significativos (Figura 12A do Apéndice). Porém, a
partir dos resultados, pode-se observar que 0s maiores valores de resposta multipla

foram obtidos utilizando a menor amplitude e o maior tempo (25% e 90 min), assim



105

como também a condicdo de maior amplitude e o menor tempo (75% e 30 min). Dessa
forma, com o objetivo de diminuir o tempo de cada extracao, foi realizado um novo
experimento, utilizando a amplitude de 75% e o tempo de 20 min, que gerou bons
resultados, assim como no tempo de 30 min. Portanto, a condicdo da extracao
escolhida para as amostras foi amplitude de 75% e tempo de 20 min.

Foi utilizado para extracdo um aparato com capacidade de 6 tubos eppendorf
por rodada (Figura 45). Fazendo a extracdo de cada amostra em duplicata, e cada
rodada com tempo de 20 min, em menos de 4 horas foi possivel realizar a extragdo
das 28 amostras. Destaca-se as vantagens do método de extracdo proposto, em
relacdo aos trabalhos descritos na literatura: pequeno volume de solvente extrator e

alta frequéncia analitica, com um tempo de extracdo bem menor.

Figura 45. Imagem das amostras em etanol no processador ultrass6nico com o acessorio

cup horn.

4.4.2 Analise das amostras

Apbs o ajuste das condicdes de extracdo e de ionizacdo na fonte paper spray,
foram obtidos, em duplicata, os espectros PS-MS dos extratos na faixa de 100 — 1000
m/z.

Os espectros de massas foram obtidos inicialmente nos modos positivo e

negativo, porém constatou-se que no modo positivo 0os ions obtidos apresentavam



106

maior intensidade, e 0s espectros eram menos ruidosos. Portanto, todos os espectros
de massas foram obtidos somente no modo positivo.

O espectro da amostra de Goji berry utilizada como referéncia (fruta seca) é
apresentado na Figura 46. Dentre as substancias disponiveis que poderiam ser
utilizadas como padréo interno (PI), foi escolhido o Midazolam (m/z [M+H]* 326), por
possuir uma razao massa/carga dentro da faixa requerida pelo equipamento (150 —
2000 m/z), por apresentar o ion protonado com uma boa intensidade, além de haver
uma baixa probabilidade de ser encontrado em amostras de Goji berry. Para
confirmacéo, foi realizada a fragmentacédo do ion de m/z 326, a qual foi comparada
com a fragmentacdo do Midazolam descrita na literatura. De acordo com Link et al.,
os ions filhos do ion [M+H]* do Midazolam sdo de m/z 291 e m/z 244, o que foi
compativel com a fragmentacéo da substancia utilizada como PI, conforme o espectro

apresentado no Apéndice 13A. (Link et al., 2007)
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Figura 46. Espectro representativo obtido por PS(+)-MS da amostra de Goiji berry utilizada

como referéncia (fruta seca).

Assim como descrito na literatura (Tabela 13), o espectro da amostra da fruta
seca de Goji berry apresentou os ions de m/z 300, 472, 512, 569, 634, 796, 798 e 807,
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referentes aos ions protonados dos metabdlitos de interesse de Lycium barbarum,
além do ion de m/z 118 e sinais na regido entre m/z 850 — 920.

Para confirmacgdo dos resultados, os espectros de massas MS? dos ions de
interesse na amostra de referéncia foram obtidos, com energias de colisdo variando
entre 30 — 40 eV, e comparados com a literatura. De acordo com Ahad et al. e Xiao et
al., o ion de m/z 472 apresenta fragmentos de m/z 310, 293, 220, 163 e 72, e 0 ion de
m/z 474 apresenta fragmentos de m/z 310, 293, 222, 165 e 123. A fragmentacéao
desses ions na amostra de referéncia condiz com os resultados apresentados na
literatura, sendo que no espectro MS? do ion m/z 472 foram observados fragmentos
de m/z 310, 293, 220 e 163 (Figura 14A do Apéndice) e para o ion de m/z 474 foram
observados fragmentos de m/z 310, 293, 222 e 165 (Figura 15A do Apéndice). Além
desses, o ion de m/z 634 também foi fragmentado e comparado com a literatura. De
acordo com Xiao et al., seus fragmentos sdo de m/z 472, 310, 220 e 163. Os
resultados encontrados na amostra de referéncia foram condizentes, com fragmentos
de m/z 472,383, 310 e 220 (Figura 16A do Apéndice). Também foi possivel fragmentar
e comparar os ions de m/z 796 e 798. De acordo com Xiao et al., o ion de m/z 796
apresenta fragmentos de m/z 634, 472, 310, 220 e 163. Esse ion na amostra de
referéncia apresentou os fragmentos de m/z 634, 540, 472 e 310 (Figura 17A do
Apéndice). E o ion de m/z 798 apresentou fragmentos de m/z 636, 474, 384, 222 e
165, enquanto o espectro MS? da amostra apresentou os ions de m/z 636, 520, 474 e
384 (Figura 18A do Apéndice) (Ahad et al., 2020; Xiao et al., 2019).

Com relacdo as amostras comerciais, a Figura 47 apresenta dois espectros

obtidos por PS-MS das amostras analisadas.
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Figura 47. Espectros representativos obtidos por PS(+)-MS de duas amostras comerciais de

Gaiji berry.

Em ambas as figuras, é possivel observar a presenca de alguns dos ions
caracteristicos de Lycium barbarum. O espectro da Figura 47a apresenta os ions de
m/z 472, 474, 569, 634, 796, 798 e 807, conforme a literatura, e os ions de m/z 118 e
897, apresentados no espectro da planta auténtica. O espectro da Figura 47b
apresenta os ions de m/z 118, 474, 798, 897 e 918. (Ahad et al., 2020; Inbaraj et al.,
2008; Xiao et al., 2019) Isso indica que ha, pelo menos em uma quantidade
significativa de Lycium barbarum nessas amostras. Além desses, outros ions foram
observados em ambos o0s espectros. Esses ions podem ser oriundos de excipientes
acrescentados nas amostras em capsulas, 0 que ndo permite comparagcdo com o
padréo, ja que ele era a fruta in natura, assim como podem ser também substancias

adulterantes ou ainda corantes utilizados para dar cor aos pos, ja que foi observado
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uma grande diferenca de cor entre as amostras. Portanto, ndo é possivel afirmar que
essas amostras sdo auténticas, apenas que ha indicios que elas contenham Lycium
barbarum na composicdo. Alguns dos corantes que podem estar presentes nessas
amostras, pois sao citados nos rotulos de alguns produtos, sao azul brilhante (massa
nominal 792,85 g.mol?), vermelho 40 (massa nominal 496,43 g.mol?), amarelo de
quinoleina (massa nominal 477,38 g.mol?) e azorrubina (massa nominal 502,43 g.mol-

1,

A Figura 48 apresenta 0s espectros de outras quatro amostras comerciais.
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Figura 48. Espectros representativos obtidos por PS(+)-MS de quatro amostras comerciais

de Goji berry.

A partir desses espectros € possivel observar que eles apresentam perfis
diferentes entre si, e ainda, diferentes dos espectros correspondentes as amostras
que contém Lycium barbarum, pois ndo ha nenhum ion correspondente ao principio
ativo nos espectros da Figura 48. A amostra da Figura 48a apresenta ions em m/z
593, 814, 872 e 887. O ion em m/z 593 pode ser caracteristico da linarina, um
glicosideo flavondide encontrado em varias frutas e vegetais. Os demais ions nao

puderam ser identificados. A amostra da Figura 48b apresenta ions em m/z 473, 490,



110

773,962 e 967. A amostra da Figura 48c apresenta ions em m/z 149, 301, 579 e 988.
Deve-se destacar que nesse espectro como o ion do Pl Midazolam (m/z 326)
apresentou sinal com alta intensidade, essa amostra foi analisada novamente sem a
adicdo do PI para uma melhor visualizagdo dos demais sinais. Porém, o espectro
obtido apresentou apenas ions com intensidade a nivel de ruido. Por fim, a amostra
da Figura 48d apresentou diversos sinais que, assim como nos espectros anteriores,
nao eram caracteristicos de Lycium barbarum. Entretanto, tais ions ndo puderam ser
identificados pela literatura. Esses resultados podem indicar adulteracées nas
formulac@es, seja pela falta de principio ativo, ou pela substituicao por outros vegetais.
Das 28 amostras analisadas, apenas 10 apresentaram um perfil semelhante
aos da Figura 47, ou seja, amostras que aparentemente contém Lycium barbarum. E
importante destacar que os espectros dessas 10 amostras, apesar de conterem
alguns dos ions caracteristicos, apresentam outros ions, como citado anteriormente,
ions esses bastante diversos, resultando em perfis diferentes. Mas, avaliando os ions
caracteristicos que foram fragmentados e comparados, h4 um indicativo de haver
Lycium barbarum nessas amostras. Além dessas, as 18 amostras restantes
apresentaram perfis semelhantes aos da Figura 48, ou seja, ndo apresentaram
nenhum ion caracteristico de Lycium barbarum, podendo ser consideradas amostras
falsificadas, comercializadas como Goji berry, mas com auséncia do principio ativo.
E importante destacar também que no capitulo anterior, em que foram
analisadas amostras comercializadas como Erva de S&o Jodo (Hypericum
perforatum), poderia haver uma confusédo na venda do produto, ja que ha outra planta
com 0 mesmo nome popular, o que ndo acontece com a Goji berry, indicando que as
adulteracdes sao intencionais neste caso. Além disso, no caso da Erva de Sao Joao,
algumas amostras foram adquiridas como plantas secas, sem roétulos e, portanto, sem
qgualquer informacéo de embalagem. No caso da Goji berry, todas as amostras foram

adquiridas em embalagens fechadas e rotuladas como tal.
4.4.3 Analise de componentes principais (PCA)
Os dados relativos aos espectros de massas foram organizados em uma matriz

de 28 linhas por 900 colunas para a analise por PCA. Como pré-processamento foi

feita a centragem dos dados na média.
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Inicialmente, foi verificado a possivel presenca de amostras anémalas (outliers)
através do gréafico de T2 de Hotelling versus residuos Q, com 95% de confianca (Figura
49). Como nenhuma amostra ficou localizada no quadrante superior direito (com
residuo elevado e simultaneamente alta influéncia para o modelo), ndo foi detectado

nenhum outlier, e por isso, o modelo foi construido com todas as 28 amostras originais.

x10°

Q Residuals (43.00%)
w

Hotelling TA2 (57.00%)

Figura 49. Gréfico de T2 de Hotelling x residuos Q.

O modelo PCA explicou 57,01% da variancia total dos dados utilizando duas
componentes principais. As demais componentes principais nao continham
informagdes relevantes para a separacdo dos agrupamentos e, portanto, foram
desprezadas.

Na Figura 50 esta apresentado o grafico de escores de PC1 versus PC2. E
possivel observar a formacdo de dois agrupamentos no lado negativo de PC1,
engquanto no lado positivo as amostras ficaram mais dispersas. O agrupamento em
azul € composto pelas 3 amostras que apresentaram espectros similares entre si e
com caracteristicas semelhantes ao da Figura 48b (amostras consideradas
falsificadas). O agrupamento em vermelho é composto pelas demais amostras
consideradas falsificadas, sem a presenca dos ions de Lycium barbarum. Portanto, é
possivel observar que o modelo PCA né&o discriminou os demais perfis de adulteracéo
além desse descrito. Ja as amostras no lado positivo de PC1, além da amostra 5,
apresentam ions caracteristicos de Lycium barbarum. Como citado anteriormente,

esses espectros nao apresentaram perfis muito semelhantes entre si, e isso pode
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explicar a grande dispersdo das amostras no grafico. Em PC2, é possivel observar
basicamente a discriminacdo de algumas das amostras que continham Lycium

barbarum. No lado positivo de PC2 s&o observadas as amostras 4, 27 e 28, e no lado
negativo as amostras 2 e 18.
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Figura 50. Graficos de escores de PC1xPC2 dos dados obtidos de andlise de Goji berry por
PS-MS.

Os pesos das duas primeiras PCs estéo ilustrados na Figura 51. Na Figura 51a
sao apresentados os pesos de PC1, e na figura 51b os pesos de PC2.

Na Figura 51a é possivel observar os pesos que explicam a dispersédo das
amostras em PC1. No lado positivo de PC1, que discrimina as amostras contendo
Lycium barbarum, é possivel observar que os ions responsaveis por essa separagao
foram os caracteristicos da planta, como os de m/z 634 e 798, além dos ions presentes
na regido acima de m/z 800. Mas além desses, outros ions presentes nessas amostras
(que podem ser caracteristicos de outras plantas utilizadas, corantes ou excipientes)
também contribuiram para a separacao. E no lado negativo de PC1 houve influéncia
de poucos ions, como os de m/z 301 e 968.
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Figura 51. Gréficos de pesos (dados de Goji berry) de a) PC1 e b) PC2.

Na Figura 51b sdo observados os ions responsaveis pela separacdo das
amostras em PC2. Algumas das amostras que continham Lycium barbarum foram
discriminadas por esta componente principal. No lado positivo, houve uma maior
contribuicdo dos ions de m/z 301, 365, 523, 551, 622, 665, 707, 754, 798, 842, 886 e
930, enquanto no lado negativo houve uma maior contribuicdo dos ions de m/z 873,
897 e 968, e demais ions na regido de m/z acima de 900.
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4.5 Conclusdes parciais

Este capitulo da tese teve como objetivo analisar amostras de Lycium barbarum
adquiridas pela internet e no comeércio local de Belo Horizonte. Com isso, 28 amostras
comercializadas como Goji berry foram analisadas por PS-MS, e, de acordo com os
resultados, foi possivel concluir que apenas 10 amostras apresentavam ao menos
alguma quantidade do principio ativo, enquanto o restante delas nao continha
guantidades significativas de Lycium barbarum, sendo certamente amostras
falsificadas. Essas amostras apresentaram, basicamente, 4 perfis de espectros de
massas, indicando que diversos produtos podem estar sendo comercializados como
se fossem Goji berry. Através de um modelo PCA, observou-se uma tendéncia de
discriminacéo das amostras com relacao aos diferentes perfis dos seus espectros de

massas.
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5 CONCLUSOES

Esta tese teve como objetivo analisar amostras comerciais de Erva de Sao Joao
e de Goji berry, vendidas como medicamento natural e suplemento alimentar,
respectivamente. As amostras de Erva de S&o Jodo (Hypericum perforatum) foram
analisadas por PS-MS e TXRF, enquanto as amostras de Goji berry (Lycium
barbarum) foram analisadas apenas por PS-MS.

Nesse contexto, 43 amostras (vegetais, capsulas e comprimidos)
comercializadas como erva de S&o Jodo foram analisadas, juntamente com uma
amostra previamente conhecida como Ageratum conyzoides, que, assim como a
Hypericum perforatum, também possui 0 nome popular de erva de Sao Joao no Brasil.
Através das analises por PS-MS foi possivel identificar amostras que continham
diferentes principios ativos, além do Hypericum perforatum, como a mistura desse
vegetal com o Ageratum conyzoides, além de amostras que continham apenas o
Ageratum conyzoides, e ainda amostras contendo uma terceira espécie, o Senna
spectabilis. O modelo PCA discriminou os grupos de amostras com relacdo aos
vegetais presentes. Todas essas identificagbes foram possiveis devido aos sinais
caracteristicos de metabdlitos dessas espécies. Pelas andlises por TXRF foi possivel
identificar e quantificar 17 elementos presentes nas amostras, como Pb e Ni, 0s quais
estavam em concentracdes elevadas em algumas amostras. Através do modelo PCA,
observou-se uma tendéncia de discriminagao das amostras de Hypericum perforatum
com relacdo as suas localizacbes geograficas. Foi testada a estratégia de fusao de
dados das técnicas PS-MS e TXRF para a construgdo de um novo modelo PCA.
Nesse modelo, foi observada uma tendéncia de separacdo das amostras com relagéo
as espécies presentes, como no modelo com dados do PS-MS, e ainda, dentro desses
agrupamentos, ocorreu a discriminagdo com relacdo aos elementos presentes nas
amostras.

Com relagéo a Goji berry, foram analisadas 28 amostras comerciais que foram
comparadas com uma amostra da fruta seca, utilizada como referéncia. Através dos
espectros de massas foi possivel observar que em 10 amostras 0s ions caracteristicos
da Lycium barbarum foram detectados, fornecendo indicios da presenca do principio
ativo em quantidades significativas. Porém, isso néo foi suficiente para comprovar que

tais amostras sao auténticas, ou seja, que nao houve mistura de outros compostos
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nas formulacdes. As 18 amostras restantes foram consideradas falsificadas, pois nao
apresentaram o0s ions caracteristicos do Lycium barbarum. Um modelo PCA
discriminou os grupos de amostras com relacéo as substancias presentes.

Por meio desses resultados, é demonstrada a necessidade de maior controle
de qualidade de fitoterapicos e suplementos no Brasil, pois os consumidores podem
estar adquirindo produtos naturais falsificados, contendo principios ativos diversos ou
outras substancias desconhecidas, ou ainda, produtos contaminados por metais
pesados. A falta de controle de qualidade dos produtos somado a um consumo
excessivo da populacdo coloca a saude dos consumidores em grande risco. Vale
ressaltar ainda a simplicidade e praticidade dos métodos propostos para as analises,
gue possibilitaram reduzir a quantidade de solventes, tempo de extracdo e analises

por PS-MS, ndo necessitando de técnicas cromatograficas.
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Figura 1A. Representacdo das moléculas de a) zidovudina, b) atazanavir, c) fenilefrina.
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Figura 2A. Espectro MS? obtido do composto atazanauvir.

Figura 3A. Representacdo das fragmentacdes do composto atazanavir.
(Heine et al., 2009)
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Figura 4A. Espectro representativo obtido por PS(+)-MS de amostra de Erva de Sdo Joao
utilizando extracao por radiagdo micro-ondas.
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Figura 5A. Espectro representativo obtido por PS(+)-MS de amostra de Erva de S&o Jodo
utilizando extragéo solido-liquido.



Figura 6A. Espectro PS(+)-MS? do ion em m/z 537 do padrdo da Erva de S&o Jodo.
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Figura 8A. Espectro PS(+)-MS? do ion em m/z 465 do padréo da Erva de Sdo Joao.
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triplicata no ponto central para o procedimento de extracdo de Goji Berry.
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Figura 17A. Espectro PS(+)-MS? do ion em m/z 796 caracteristico de Lycium barbarum.
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