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RESUMO 

Plantas vem sendo utilizadas com finalidade medicinal desde os primórdios da sociedade. 

Uma dessas plantas medicinais é a Eugenia uniflora L. conhecida popularmente como 

pitangueira. Nesse estudo, o foco está relacionado a influência da sazonalidade na 

composição química das folhas dessa planta, observando assim, a tendência de separação 

natural dessas amostras em função dos metabólitos que a compõem. Para isso, foram 

utilizadas 14 amostras de extrato etanólico 50% de folhas de Eugenia uniflora L. (de 

diversos meses do ano), as quais foram analisadas por meio da espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear de H1 com o auxílio da sequência de pulso NOESY. Os 

espectros foram coletados num espectrômetro Bruker Avance, operando a 400 MHz e 

temperatura de 25°C. Os dados foram pré processados no Mestrenova 12.0 e depois 

seguiram para o Metaboanalyst 6.0, no qual foram realizadas as análises exploratórias: 

Análise de componentes principais (PCA), análise hierárquica de cluster (HCA) e 

Heatmap, por meio dos quais foram construídos os modelos metabonômicos. Os 

resultados apresentados nos 3 tipos de análise mostraram a tendência de formação de dois 

grupos, sendo que na PCA, as 25 principais variáveis indicaram que a classe 1 apresentava 

um maior teor de polifenóis. A HCA corroborou com os dados da PCA. No heatmap 

foram apresentadas outras 25 variáveis como mais relevantes, as quais apontaram que as 

amostras pertencentes a outra classe (2) apresentaram um maior teor de terpenos. Assim, 

os extratos da classe 1 apresentaram maior teor fenólico e menor concentração de 

terpenos, o que se mostrou contrário para as amostras da classe 2. Esses dados mostraram 

que as condições as quais a planta é submetida ao decorrer do ano, influenciam 

diretamente na sua composição metabólica. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Eugenia uniflora L.; H1 RMN; metabólitos; PCA, Heatmap. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

Plants have been used for medicinal purposes since the dawn of society. One of these 

medicinal plants is Eugenia uniflora L., popularly known as pitangueira. In this study, 

the focus is on the influence of seasonality on the chemical composition of the leaves of 

this plant, thus observing the tendency of natural separation of these samples according 

to the metabolites that compose it. For this, 14 samples of 50% ethanolic extract of 

Eugenia uniflora L. leaves (from different months of the year) were used, which were 

analyzed by H1 nuclear magnetic resonance spectroscopy with the aid of the NOESY 

pulse sequence. The spectra were collected on a Bruker Avance spectrometer operating 

at 400 mHz and a temperature of 25°C. The data were pre-processed in Mestrenova 12.0 

and then sent to Metaboanalyst 6.0, where exploratory analyses were performed: 

Principal Component Analysis (PCA), Hierarchical Cluster Analysis (HCA) and 

Heatmap, through which the metabolomic models were constructed. The results presented 

in the three types of exploratory analysis showed a tendency to form two groups, and in 

the PCA, the 25 main variables indicated that class 1 had a higher polyphenol content. 

The HCA corroborated the PCA data. The heatmap presented another 25 variables as 

main variables, which indicated that the samples belonging to another class (2) had a 

higher terpene content. Thus, the extracts of class 1 had a higher phenolic content and 

lower terpene concentration, which was contrary to the samples of class 2.  These data 

showed that the conditions to which the plant is subjected throughout the year directly 

influence its metabolic composition. 

 

KEYWORDS: Eugenia uniflora L.; H1 NMR; metabolites; PCA; Heatmap. 
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1. INTRODUÇÃO 

De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), a proteção de 

conhecimentos tradicionais, como a utilização de plantas com finalidade medicinal, é uma 

prioridade global (WHO, 2024). Uma planta medicinal (PM) é aquela cuja totalidade ou 

alguma parte, possui substâncias com atividade terapêutica (Brasil, 2017), como a 

Eugenia uniflora L. (pitangueira), por exemplo. Corroborando com o que diz a OMS, 

Pedroso, Andrade e Pires (2021) destacam o crescente incentivo no uso dessas PM para 

o tratamento de diversas enfermidades. Patrício et al. (2022) e Ferreira et al. (2019) 

destacam que o uso de PM é histórico e advém do ínicio da sociedade.  

As PM são vistas como medicamentos alternativos, sendo comumente mais 

acessíveis que os remédios industrializados (Bortoluzzi, Schmitt e Mazur, 2019). De 

acordo com Sá-Filho et al. (2021), a ação biológica das PM geralmente advém dos 

metabólitos secundários, que segundo Borges e Amorim (2020) e Pilon et al. (2020) 

atuam na adaptação, sobrevivência e interação desses organismos com o ambiente. 

Visto o grande potencial das PM, pode-se observar a exorbitante gama de 

trabalhos que buscam entender e estudar as propriedades desses produtos naturais. Rocha 

et al. (2021) trazem um histórico da utilização de PM, através de um levantamento 

bibliográfico; Castro e Figueiredo (2019) também fazem uma pesquisa bibliográfica, 

objetivando identificar o uso de PM no Sistema Único de Saúde (SUS) do Brasil; Amatto 

et al. (2024) fazem uma avaliação do uso de fitoterápicos no tratamento de dermatite 

atópica; Franco et al. (2025) apresentam os benefícios farmacológicos da Genipa 

americana L. por exemplo.  

A Eugenia uniflora L., conhecida como pitangueira pertence a um dos genêros 

mais importantes da família Myrtaceae (Cardoso et al. 2018). Do ponto de vista 

acadêmico, pode-se observar uma grande quantidade de pesquisas que apresentam os seus 

benefícios para a área da saúde, os quais estão diretamente ligadas aos seus constituintes 

químicos, advindos do metabolismo da pitangueira. 

Borsoi et al. (2023) investigam o potencial antitumoral e o perfil fitoquímico de 

extratos das sementes e polpa dos frutos da pitangueira; Cipriano, Maia e Deschamps 

(2021) avaliaram a atividade antioxidante do óleo essencial da planta, a qual, segundo os 

autores, é fundamentalmente afetada pela composição do óleo; Sobeh et al. (2019) fazem 

uma investigação fitoquímica do extrato das folhas de pitangueira; Zanusso et al. (2023), 

realizaram experimentos buscando os constituintes fitoquímicos da planta, observando o 

quanto estes podem variar a depender dentre outras coisas, do método de extração.  
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Como descrito acima, diversas partes da pitangueira possuem propriedades 

farmacológicas e consequente interesse acadêmico. Nesse estudo, o foco da análise foram 

as folhas de Eugenia uniflora L., as quais, assim como as demais PM, podem apresentar 

variações nos seus metabólitos secundários devido as condições externas as quais são 

submetidas, como índice pluviométrico, idade da planta e sazonalidade, por exemplo 

(Fidelis et al. 2022).  

Pereira, Monteiro e Siqueira (2023) e Gama et al. (2022) também apontam o 

quanto a época de coleta pode influenciar a composição metabólica da planta. Assim, 

torna-se necessário compreender os principais metabólitos e quais dentre estes, estão mais 

presentes ou com maior concentração na planta, observando assim, se há um agrupamento 

natural de amostras em função de determinada época do ano.   

Para um efetivo estudo desses metabólitos, é imprescindível o uso da abordagem 

metabonômica, a qual pode fazer uma investigação dos metabolismos primários e 

secundários de um determinado organismo (Pilon et al. 2020). Essa abordagem está 

intimamente relacionada com a espectroscopia de Ressonância magnética nuclear (RMN) 

ou nuclear magnetic resonance (NMR), do inglês, a qual vêm sendo bastante empregada 

devido a sua reprodutibilidade e facilidade na preparação do conjunto de amostras 

(Markley et al., 2017). 

Dessa forma, a informação metabólica acerca dos constiuintes da Eugenia 

uniflora L. pode ser obtida por meio da espectroscopia de RMN. Zanusso et al. (2023) 

também apontam a RMN como promissora na identificação de metabólitos. Além disso, 

Pilon et al. (2020) ressaltam a aplicabilidade dessa técnica na análise simultânea de 

flavonoides e alcaloides (metabólitos secundários), por exemplo, e alguns açúcares e 

aminoácidos (metabólitos primários). 

Todavia, apenas a obtenção desses espectros não é suficiente para indicar as 

diferenças ou similaridades metabólicas, pois geralmente as mudanças nos dados 

espectrais são muito sutis e necessitam do uso de ferramentas de estatística multivariada 

para a identificação de um padrão. Essa é uma característica dos estudos que investigam 

perturbações provocadas por agentes externos como patógenos (Batista et al., 2018; 

Salles, 2023), exposição a métodos fitossanitários (Ribeiro et al., 2014) ou climáticos 

(Colella et al., 2022).  

Em relação a análise metabólica de plantas, Augustijn, Groot e Alia (2021) e Pilon 

et al. (2020) apontam que, após a obtenção dos espectros, é necessário o processamento 

desses dados, por meio de técnicas quimiométricas, para que assim a informação 
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metabólica seja compreendida. Pontes et al. (2016) ressaltam a eficácia da RMN quando 

acoplada a técnicas quimiométricas, como PCA (Principal Component Analysis,do 

inglês) e PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis,do inglês), por exemplo, 

na identificação de doenças em plantas. 

Sendo assim, considerando que as técnicas  quimiométricas são capazes de reduzir 

a dimensionalidade dos dados, deixando-os mais compreensíveis (Ferreira, 2015) torna-

se essencial a sua utilização para compreensão das mudanças nas concentrações das 

principais classes de metabólitos presentes no extrato etanólico de folhas de Eugenia 

uniflora L., em função da época de coleta. 

Existem diversos trabalhos que fazem uso de técnicas quimiométricas no estudo 

metabolômico de plantas, como o de Falco et al. (2022) que fazem a avaliação e 

comparação dos perfis metabólicos dos extratos de folhas de medronheiro, alfarroba, 

eucalipto, louro, hortelã-d’água, murta comum e alecrim, por exemplo, com 

espectrometria de massas e PCA; Lei et al. (2023) que trabalharam com o perfil 

metabólico de pós de batata e Lanzotti et al. (2022) que investigaram o perfil 

metabolômico da Lactuca sativa L. (alface) quando submetida a tratamentos orgânicos 

diversos,usando RMN e PCA.    

Na quimiometria, existem diversos tipos de métodos, sejam eles supervisionados 

ou não supervisionados, uni ou multivariados, os quais, devem ser escolhidos de forma 

adequada (Ocampos et al.,2024). Na análise de plantas, geralmente são utilizadas análises 

exploratórias não supervisionadas, como análise de componentes principais (ACP), 

Principal componente analysis (PCA), do inglês, e análise hierárquica de cluster, 

Hierarchical cluster analysis (HCA), do inglês,  o que é corroborado por Pilon et al. 

(2020). A HCA, comumente é combinada com o Heatmap (mapa de calor), pois sozinha 

não fornece informações relativas aos deslocamentos químicos (Lee et al., 2016). 

No entanto, técnicas supervisionadas, como LDA (análise discriminante linear) 

ou PLS-DA, também podem ser utilizadas (Ocampos et al., 2024; Pilon et al., 2020).  

Sendo assim, o presente trabalho visa observar a existência de um agrupamento 

natural de amostras de extratos etanólicos das folhas de Eugenia uniflora L., através da 

análise metabonômica dos espectros de RMN de 1H, observando os principais metabólitos 

envolvidos nessa distinção nas análises de PCA, HCA e Heatmap. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Eugenia uniflora L. (PITANGUEIRA) 

A utilização de plantas com finalidades medicinais data praticamente do início da 

sociedade. Segundo Fiuza et al. (2008) os índios guaranis do século XV já faziam uso da 

espécie Eugenia para tratamento de enfermidades. Do ponto de vista botânico, Fidelis et 

al. (2022) ressaltam que as plantas do gênero Eugenia, pertencem a família Myrtaceae, a 

qual está presente em praticamente todos os biomas brasileiros, sendo uma das 

angiospermas mais ricas do país (Amorim e Almeida Jr, 2021), se destacando como uma 

das principais famílias frutíferas da Terra (Farias et al., 2020). 

A Eugenia uniflora L., conhecida popularmente como pitangueira é uma das 

espécies de Eugenia que vêm sendo bastante estudada (Fidelis et al., 2022), o que pode 

ser justificado pelo fato de estar incluída na lista de plantas com atividades medicinais de 

interesse do SUS (Sistema Único de Saúde) do Brasil (Souza et al., 2022). Ela é uma 

árvore que mede entre dois e nove metros de altura (Fidelis et al., 2022), possuindo folhas, 

flores e frutos (Figura 1). Suas folhas mudam de coloração a depender da idade, sendo 

inicialmente verdes-acastanhadas e verde escuras na fase adulta (Lorenzi, 1992) estas 

também são classificadas como opostas e simples (Lira Júnior et al., 2007), enquanto as 

flores (cor branca) tendem a surgir quando a planta se aproxima do primeiro ano de vida.  

Figura 1- Esquematização da árvore de pitangueira e seus componentes. 

 

Fonte: Adaptado de Fidelis et al. (2022) 

Os frutos, por sua vez, variam de acordo com o tempo de maturação, tanto na 

coloração, que pode ir do verde para laranja ou do vermelho para roxo escuro (Lira Júnior 

et al., 2007), quanto nos constituintes químicos. Esses frutos, recebem a denominação de 

pitanga, nome originário da língua indígena tupi, o qual significa fruta vermelha escura 
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(Costa et al., 2020).  

Voltando nosso interesse para parte medicinal, diversos autores como Souza et al. 

(2022), Zanusso et al. (2023) e Gama et al. (2022) ressaltam as diferentes atividades 

atribuídas aos constituintes extraídos das folhas da pitangueira, como caráter anti-

inflamatório e antimicrobiano, preparo de infusões com a finalidade de combater febre, 

cólica e até estímulo do fluxo menstrual. Sobeh et al. (2019) frisam a sua ação 

hipertensiva, analgésica e diurética, Bezerra et al. (2018) destacam a inibição de Candida 

sp a qual também foi evidenciada por Lima et al. (2006) contra Candida k.  

A planta ainda pode ser utilizada na medicina popular contra dor de garganta, 

diarreia e tosse (Fidelis et al., 2022). Chakravartula et al. (2020) e Fidelis et al. (2022) 

destacam o potencial antifúngico e antioxidante do extrato da folha da pitangueira, o que 

dá sentido as afirmações de Santos et al. (2023) que salientam os caráteres antioxidante 

e antifúngico como as atividades mais importantes desempenhados por essa planta, sendo 

que estes são conferidos pelos constituintes fitoquímicos que possuem. 

A atividade medicinal atribuída a essa planta, de acordo com Pereira, Monteiro e 

Siqueira (2020) advém dos metabólitos secundários por ela produzidos. Souza et al. 

(2022), enfatizam que os principais metabólitos encontrados na Eugenia Uniflora L. 

foram flavonoides, taninos e terpenoides. Fiuza et al. (2008) relatam a presença de 

heterosídeos, saponinas e esteroides, por exemplo. Gama et al. (2020) corroboram com 

Souza et al. (2022) ressaltando flavonoides, como miricitrina e quercetina, além de 

terpenoides e taninos hidrolisáveis. Outros autores, como Santos et al. (2018) e Bezerra 

et al. (2018), relatam que a miricitrina é o principal composto marcador da existência de 

flavonoides, na planta.  

Contudo, a presença e consequente eficácia desses metabólitos depende além da 

sazonalidade, como apontado por Fidelis et al. (2022), dos métodos de extração e das 

condições de coleta (Zanusso et al., 2023). Isso pode ser comprovado observando 

resultados da literatura que apontam diferentes constituintes químicos a depender do tipo 

de extração realizado com as folhas da planta. Pereira, Monteiro e Siqueira (2023) 

salientam a presença de flavonoides como miricitrina e quercetina no extrato 

hidroalcoólico, ao passo que Zanusso et al. (2023) apontam a detecção de elagitinos no 

extrato aquoso e a presença de taninos e alcaloides na fração etanólica. Gama et al. (2022) 

também encontraram flavonoides e outros compostos fenólicos no extrato hidroalcoólico. 

Como o presente estudo, está focado nos extratos etanólicos da folha da pitangueira, é 

importante entender sobre os seus principais constituintes. Dado que todos os extratos na 



15  

literatura, obtiveram como resultado a presença de polifenóis, este são de importante 

compreensão para esse trabalho. 

2.1.1 Polifenóis 

Os polifenóis (PF) são compostos de interesse de diversas áreas, sobretudo da 

farmacêutica, devido seu caráter antioxidante (Pereira, 2019). Eles são grupos de 

moléculas sintetizados por plantas, tendo a presença de anéis aromáticos com hidroxilas, 

em sua estrutura (Figura 2a). Podem ser classificados a depender da quantidade desses 

anéis e dos elementos estruturais que os ligam em: flavonoides, ácidos fenólicos, 

lignanas, taninos e estilbernos (Lôbo, Silva e Menezes, 2020).  

Figura 2- a) Estrutura básica dos polifenóis, que diferem em função dos substituintes 

oxigenados. b) Estrutura de dois polifenóis frequentemente relatados em estudos com 

folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.) 

 

Fonte: Autor (2025). 

Dentre os polifenóis apresentados na figura acima, destacam-se as estruturas da 

Figura 2b, referentes a quercetina e miricetina, relatados como presentes em extratos de 

folhas de Eugenia uniflora L. (Falcão et al., 2018 e Rattmann  et al., 2012). Outros 

compostos, como a miricitrina, derivado da estrutura da miricetina (apresentada na Figura 

2b) foram apresentados como majoritários nas folhas de pitangueira (Tenório et al., 

2024).  No espectro de RMN, esses compostos apresentam deslocamentos químicos na 

região de aromáticos, em torno de δ 7,00 ppm, (Pavia et al., 2015). 

Dentre esses, destacam-se os flavonoides, que de acordo com testes de Zanusso et 

al. (2023) apresentaram resultado positivo nos extratos hidroalcóolicos da pitangueira. 

Estes, são compostos heterocíclicos que apresentam dois anéis aromáticos ligados por um 
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anel pirano (Silva et al., 2020). Podem ser subdivididos em flavonas, flavononas, 

flavonóis, catequinas, antocianinas e isoflavonas, tendo como exemplo, a apigenina, 

hesperitina, quercetina, epicatequina, cianina e genisteina, respectivamente (Hoffmann-

Ribani e Rodriguez-Amaya, 2008). 

Ainda de acordo com Zanusso et al. (2023), as classes de flavonoides encontradas 

nas folhas da referida planta, foram flavanonas e flavonóis. Pereira, Monteiro e Siqueira 

(2020), por sua vez, relataram a presença de miricetina e quercetina, pertencentes a 

família dos flavonóis.   

 Essa subdivisão depende da posição dos substituintes nos anéis e da natureza 

química. Dentre estas, existem seis mais importantes: flavonas, flavonóis, flavanonas, 

chalconas, flavan-3-ol, ressaltando que nessa classificação estão contidas também 

isoflavonoides os quais juntamente com os “originais” são responsáveis pelo caráter 

antimicrobiano (Silva et al., 2020; Hendrich, 2006). Diversos autores, como Silva et al. 

(2020), Simões et al. (2010), Valencia (2020) e Li et al. (2018) destacam as diversas 

atividades biológicas desempenhadas por esses compostos, como antialérgica, 

anticarcinogénica, anti-inflamatória, antibacteriana, dentre outras. Assim, torna-se 

evidente a importância da  determinação da presença e identificação desses compostos, a 

qual pode ser realizada por meio da espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

(Silva et al., 2020). 

Outra classe importante de polifenóis que desempenham inúmeras atividades 

biológicas, são os taninos. Estes constituem um grupo de compostos de  alta massa molar, 

cuja estrutura é representada pela presença de compostos fenólicos heterogêneos (Tontini 

et al., 2021).  Segundo Vieira et al. (2020) e Tontini et al. (2021), essa categoria de 

polifenóis pode ser dividida em condensados e hidrolisáveis. 

Estruturalmente, os taninos hidrolisáveis (TH) são constituídos por uma parte 

fenólica, constituída pelo ácido gálico ou elágico e uma unidade de hexose (açúcar) 

(Figura 3). Sua síntese, ocorre por meio do ácido chiquímico, na qual o açúcar sofre 

esterificação com os monômeros desses ácidos (Bezerra, 2016; Vieira et al., 2020). Essa 

classe de taninos é de suma importância para esse trabalho, dado que a presença destes 

foi confirmada por testes fitoquímicos realizados por Zanusso et al. (2023).  
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Figura 3-Exemplificação da formação de Taninos hidrolisáveis gálico e elágico. 

 

Fonte: Adaptado de Bezerra (2016). 

A outra classe de taninos, denominada de condensados, são polímeros naturais, 

formados pela condensação de protociandinas condensadas (flavonoides), como a 

catequina e epicatequina, por exemplo (Santiago et al., 2020). Isso pode ser visualizado, 

na Figura 4.  

Figura 4-Estrutura de taninos condensados. 

 

Fonte: Bezerra (2016). 

Esse tipo de polifenóis também pode ser identificado por meio da espectroscopia 

de ressonância magnética nuclear. Seus deslocamentos químicos (no RMN de 1H) 

referentes aos anéis aromáticos, se encontram por volta de δ 7,00 ppm, enquanto as 

hidroxilas são observadas acima de δ 10,0 ppm (Pavia et al., 2015). No entanto, se a água 

estiver presente no meio, os sinais de hidroxila podem ser suprimidos do espectro. 

2.1.2 Terpenos 

 Outra classe de metabólitos comumente relatada nas amostras de pitanga são os 

terpenos (Meira  et al., 2020). Segundo Cox-Georgian et al. (2019) e Li  et al. (2023) s 
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terpenos são os metabólitos secundários com maior abundância em plantas, possuindo 

assim a maior diversidade de componentes. Estruturalmente, eles são formados por uma 

ou mais unidades de 5 carbonos, as quais formam o hidrocarboneto isopreno. O número 

de unidades de isopreno é o que classifica o terpeno em sesquiterpenos, monoterpenos, 

diterpenos, triterpenos etc. (Li  et al.,  2023) (Figura 5). 

Figura 5- Classificação de terpenos. 

 

Fonte: Adaptado de Del Prado-Audelo et al. (2021).  

 Contudo, de acordo com Del Prado-Audelo et al. (2021) os terpenos também 

podem ser denominados de terpenoides, quando possuem heteroátomos formando 

álcoois, aldeídos e cetonas, na sua estrutura (Figura 6).  

Figura 6- Exemplificação de terpenos e terpenoides. 

 

Fonte: Adaptado de Felipe e Bicas (2016). 
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 No espectro de RMN de 1H, essas espécies apresentam sinais olefínicos (entre δ 

5,5 e 6,5 ppm) e alifáticos, com deslocamentos em torno de δ 0,8 a 1,5 ppm (Pavia et al. 

2015), sendo que os últimos são majoritários, nos espectros analisados.  

Li et al. (2023) reforçam a importância de mono (C10H16) e sesquiterpenos 

(C15H24) na interação e defesa das plantas, apontando o uso de terpenos como uma forma 

sustentável de controles de pragas. Do ponto de vista farmacológico, Cox-Georgian et al. 

(2019) ressaltam os terpenos como promissores na ação antiviral, anticancerígena, 

antidiabética e até antiplasmodial, tendo ação antimalárica.  

Uma classe de terpenos também estudada em larga escala são os homólogos de 

terpenos como o DMNT (8-dimetilnona-1,3,7-trieno) e o TMTT (4,8,12-trimetiltrideca-

1,3,7,11-tetraeno) que atuam na defesa contra pragas, atraindo seus inimigos naturais (Li 

et al., 2023). A denominação homólogo se refere ao fato destes deterem uma estrutura 

química com bastante semelhança dos terpenos convencionais (Huang et al., 2021). 

Por estarem entre os metabólitos secundários, os terpenos também podem ser 

identificados por meio de RMN e metabolômica. 

2.2. ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN) 

2.2.1 Princípios básicos 

A espectroscopia é uma técnica que consiste na interação da radiação 

eletromagnética com a matéria, esse fenômeno pode ocorrer quando matéria e 

componente elétrica interagem (o que acontece nas espectroscopias de infravermelho e 

ultravioleta, por exemplo) ou quando o contato é feito entre a matéria e a componente 

magnética, o que é característico da espectroscopia de Ressonância Magnética nuclear 

(RMN) (Pavia et al. 2015). De acordo com Ross et al. (2007) o fenômeno de ressonância 

magnética nuclear foi descoberto por volta de 1940, sendo que o espectrômetro de RMN 

foi inventado na década de 50, na qual o primeiro espectrômetro comercial foi 

desenvolvido (Morris, 2019). 

Para Shriver e Atkins (2006), esse é o método espectroscópico mais utilizado na 

elucidação de estruturas moleculares de líquidos puros ou soluções. Dentro do espectro 

de radiação eletromagnética (Figura 7), a RMN está na faixa das ondas de rádio (Pavia et 

al., 2010), com comprimentos de onda (λ) > 10 cm, em lado oposto aos raios gama, que 

tem alto poder de penetração, podendo causar maiores danos aos seres vivos (Alharshan 

et al., 2024). Essa oposição aos raios gama é algo que também pode justificar a grande 

utilização da ressonância magnética, por parte das ciências, na área médica (Ross et al., 

2007). 



20  

Figura 7- Esquematização do espectro eletromagnético. 

 

Fonte: Adaptado de Pavia et al. (2010). 

Essa técnica fundamenta-se na interação do momento magnético de vários núcleos 

atômicos, com um campo magnético externo (B0), esse momento magnético, é 

dependente do spin nuclear, que pode assumir valores distintos (Mlynarik, 2017). 

Para que uma técnica espectroscópica seja possível, é necessário que haja 

transição entre níveis energéticos distintos. No caso da RMN, essa condição só é oservada 

quando o núcleo tem spin (I) diferente de zero, o que só acontece quando o núcleo atômico 

possui número de prótons ou nêutrons ímpares (Mlynarik, 2017). Essa afirmação justifica 

o fato do Carbono 12 (12C) não ter seu núcleo ativo em ressonância, pois este possui tanto 

o número de nêutrons quanto o de prótons pares, resultando em spin =0 (Dieguez et al., 

2018). Contudo, devido a relevância desse elemento, utiliza-se seu isótopo o Carbono 13 

(13C), que tem momento magnético diferente de zero. Isso pode ser visualizado na Tabela 

1, juntamente com outros núcleos amplamente estudados na ressonância. (Shriver e 

Atkins; 2006). 

Tabela 1- Abundância isotópica e propriedades magnéticas de alguns núcleos 

importantes na espectroscopia de RMN. 

 13C 1H 31P 23Na 17O 19F 

I 1
2⁄  1

2⁄  1
2⁄  3

2⁄  5
2⁄  1

2⁄  

Abundância (%) 1,11 99,98 100 100 0,037 100 

Sensibilidade 1,00 5680 377 525 0,0611 4730 

Constante magnetogírica (MHz/T) 10,7 42,6 17,2 11,3 –5,8 40,1 

Fonte: Adaptado de Pavia et al. (2010); Shriver e Atkins (2006). 

A abundância natural do isótopo e seu momento magnético estão intrisicamente 

relacionados com a sensibilidade do RMN, pois como enfatizam Shriver e Atkins (2006), 

átomos cujo isótopo mais abundante tem atividade na ressonância, como por exemplo o 

1H são mais fáceis/sensíveis de observar. Isso está intimamente relacionado à abundância 
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do isótopo (99,98%), ao spin nuclear (1/2) e a constante magnetogírica (γ), que no caso 

do 1H, é a maior constante magnetogírica conhecida. 

Um tópico importante a ser falado sobre esses núcleos atômicos é a constante 

magnetogírica (γ), uma constante física que é numericamente proporcional a razão entre 

o momento magnético (µ) e o momento angular (I), o que pode ser visualizado na equação 

1, onde h é a constante de Planck (Shriver e Atkins, 2006). Quanto maior a razão 

magnetogírica, maior será o momento magnético do núcleo. 

 

µ =
𝒉𝜸𝑰

𝟐𝜫
 

(1) 

 

Para um núcleo com spin I, existem 2I+1 estados de spin, que vão de +I a -I 

(Shriver e Atkins, 2006). Assim, se I=1/2, o número de estados possíveis será igual a 2, 

denominados de α e β, nos quais o estado alinhado com o campo aplicado (B0) tem menor 

energia e o que está oposto ao campo tem maior energia (Pavia et al., 2010). A diferença 

de energia entre esses dois estados é dependente do (B0), conforme a equação 2. 

   

∆𝐸 =
ℎ𝛾𝐵0

2𝛱
 

(2) 

 

Ao relacionarmos a equação 2 com a equação 1, temos a equação fundamental da 

ressonância (equação 3, onde v é a frequência). 

 

∆𝐸 =  ℎ𝑣 →      ℎ𝑣 =
ℎ𝛾𝐵0

2𝛱
    →         𝑣 =

ϒ𝐵0

2𝛱
                                                  (3)       

 

Na ressonância são aplicados pulsos de radiofrequência, cuja função é excitar os 

núcleos magnéticos da espécie, mudando a população nos estados de spins (níveis 

energéticos). Após a interrupção do pulso de RF, inicia-se o processo de relaxação, 

visando o restabelecimento da condição inicial (Pavia et al., 2010). A magnetização 

desses núcleos pode ser representada pelo vetor magnetização (M) que é a soma de todos 

os spins individuais e está na mesma direção que o campo magnético aplicado no eixo z 

(Figura 8). 
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Figura 8-Vetor magnetização M. 

 

Fonte: Silverstein, Webster e Kiemle (2005). 

O pulso ou sequência de pulsos, pode ser aplicado nos eixos x ou y, o que ocasiona 

uma rotação do vetor magnetização para o plano (xy), gerando o sinal (Pavia et al., 2010). 

Quando o estímulo (pulso) cessa, os núcleos começam a perder energia e relaxar, fazendo 

com que o “sistema” volte ao estado inicial, no qual ocorre a diminuição do vetor no 

plano xy e aumento deste no eixo z (Figura 9).  

Figura 9- Aumento do vetor magnetização no eixo z. 

 

Fonte: Autor (2024). 

Esse processo de relaxação, que ocasiona a diminuição do vetor no plano xy é 

denominado de tempo de relaxamento transversal (T2), enquanto o aumento do vetor no 

eixo z é denominado de relaxação longitudinal (T1) (Mlynarik, 2017). Para Cowan (1997) 

T1 e T2 dependem fisicamente da mobilidade e interação magnética entre os spins e essa 

mobilidade é totalmente influenciada pela viscosidade, temperatura e presença de 

moléculas grandes (Castellano e Salmon, 2019). 

2.2.2 Relaxação longitudinal (T1)  e relaxação transversal (T2) 

O vetor magnetização pode ser decomposto em dois vetores, que são as 

componentes no plano xy e a componente no eixo z. Como mencionado anteriormente, a 

relaxação ocorre depois da aplicação de um pulso de radiofrequência (RF), pois antes 

disso, a componente no eixo z tem valor máximo e a componente no plano xy é igual a 

zero (Alcântara et al., 2019).   
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Após a aplicação de um pulso de RF de 90º, por exemplo, a componente em z 

passa a ser zero e a componente no plano xy tem valor máximo.  O processo de relaxação 

inicia-se após a aplicação do pulso de RF e o tempo necessário para a componente do 

eixo z voltar ao valor inicial é chamado de Tempo de Relaxação Longitudinal (T1) 

(Alcântara et al., 2019).   

Castellano e Salmon (2019) ainda afirmam que T1 é conhecida como relaxação 

spin-rede pois envolve a interação entre os spins excitados e o meio (rede). Na Figura 10, 

é mostrado o processo de relaxação longitudinal, no qual ocorre aumento do vetor no eixo 

Z.  

Figura 10-Esquematização do processo de relaxação longitudinal (T1). 

 

Fonte: Autor (2024). 

 

A relaxação transversal (T2)  também advém após a aplicação do pulso de RF, 

sendo que se refere a perca de energia e consequente diminuição do vetor no plano xy 

(Alcântara et al., 2019). Esse tipo de relaxação é denominado de spin-spin porque ocorre 

entre os próprios spins dos núcleos (spins vizinhos). (Castellano e Salmon, 2019) e pode 

ser visualizado na Figura 11.  

Figura 11- Mecanismo de relaxação transversal (T2). 

 

Fonte: Adaptado de Keeler (2002). 
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Segundo Almeida (2014) T2 ocasiona uma perda de coerência entre os núcleos, 

trazendo um alargamento dos picos e perda de sinal. O autor ainda enfatiza que ambos os 

processos de relaxação acontecem de forma paralela. Isso corrobora com o que dizem 

Castellano e Salmon (2019) sobre a diferença entre esses mecanismos. 

2.2.3 Decaimento livre da indução (FID) 

O sinal de RMN é obtido no plano xy a partir da corrente elétrica que é induzida 

pelo vetor magnetização neste plano. Como a intensidade da componente no plano xy 

diminui ao longo do tempo, a intensidade da corrente elétrica também diminui e portanto, 

o sinal de RMN também diminui. Esse fenômeno é chamado de Decaimento Livre da 

Indução (FID, do inglês Free Induction Decay) (Alcântara et al. 2019). Assim, pode-se 

dizer que os tempos de relaxação interferem diretamente no decaimento do FID (Conalgo 

e Andrade, 2016).  

O FID é obtido após a aplicação de um pulso de RF de 90°, o qual causa a 

diferença de população entre os estados de spin. A frequência de Larmor é a frequência 

associdada à diferença de energia entre esses estados de spin. O restabelecimento da 

condição inicial se dá através do movimento de precessão, fazendo com que o sinal de 

RMN seja captado pela bobina receptora, que transmite o sinal elétrico (Alcântara et al. 

2019). O sinal produzido inicialmente é dado em função do tempo e após aplicação da 

transformada de Fourier, passa a ser lido em função da frequência, como pode ser 

visualizado na Figura 12 (Forezi e Castelo-Branco, 2017). 

Figura 12-Conversão do FID em função da frequência, através da transformada de 

Fourier. 

 

Fonte: Adaptado de Salles (2023). 

A Figura 12 apresenta o espectro obtido que, nesse caso, apresenta apenas um 

pico, todavia não é o que acontece na prática, pois cada núcleo “sente” a presença do 

campo magnético dos núcleos vizinhos (Silverstein, Webster e Kiemle, 2005). Isto 

significa que cada núcleo de 1H, por exemplo, é influenciado pelo ambiente químico no 

qual está inserido, apresentando sinais em posições diferentes, as quais estão de acordo 

com a blindagem e as nuvens eletrônicas, que dependem diretamente da vizinhança de 

cada núcleo. Desse modo, podemos observar a seguinte mudança na equação fundamental 
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da ressonância magnética nuclear (equação 4), na qual σ é a constante de blindagem 

(Silverstein, Webster e  Kiemle, 2005). 

 

νeff =  
𝛾

2π
  𝐵0(1 − σ) (4) 

 

A Equação 4 indica que a frequência de ressonância efetiva (veff) é diretamente 

proporcional ao campo externo (B0). Isso dificulta a comparação de dados espectrais 

obtidos em equipamento distintos. Por esse motivo, existe uma escala de referência que 

é independente do campo.  

Essa escala é denominada de deslocamento químico (δ) e pode ser compreendida 

por meio da equação 5, onde v é a frequência do núcleo, Vref é a frequência de referência 

e o fator 106 é necessário devido ao fato de a diferença entre as frequências (do núcleo e 

de referência) ser em hertz (Hz) e a frequência de Larmor ser expressa em megahertz 

(MHz). Isto faz com que o deslocamento químico seja dado em partes por milhão (ppm) 

(Gouveia, 2017). 

 

𝛿 =
𝑣 −𝑣𝑅𝑒𝑓

𝑣𝑅𝑒𝑓
 𝑥 106 

(5) 

 

Para o RMN de 1H, existem sinais de referência amplamente utilizados, como o 

do tetrametilsilano (TMS) (Figura 13) empregado quando se têm solventes orgânicos e o 

sal de sódio do ácido 3-trimetilsilano propiônico-d4 (TSP) (Figura 13), em soluções 

aquosas. Ambos com deslocamento químico em 0 ppm (Baddini, Neto e Teixeira, 2014), 

sendo que de acordo com Silverstein, Webster e Kiemle (2005) a leitura da escala 

espectral é sempre feita em ordem crescente, da direita para esquerda. 

Figura 13- Estruturas químicas do TMS e TPS. 
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Fonte: Autor (2025). 

A espectroscopia de ressonância magnética nuclear é uma poderosa ferramenta de 
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elucidação estrutural, principalmente quando se trata da química orgânica (Pavia et al. 

2015). Ademais, essa técnica também pode ser utilizada para identificação de mudanças 

em perfis metabólicos, como é o caso dessa pesquisa. Canuto et al. (2018) argumentam 

sobre a eficácia da RMN em estudos metabolômicos (por não ser uma análise destrutiva 

e precisar de um preparo amostral mínimo). Pilon et al. (2020) enfatizam sobre a 

capacidade da ressonância magnética nuclear em análises de metabólitos secundários, 

como flavonoides, por exemplo. 

Contudo, na análise metabonômica é fundamental que a referida amostra, seja 

solubilizada em algum solvente deuterado, como clorofórmio deuterado (CDCl3), água 

deuterada (D2O) ou dimetlsulfoxido (DMSO-d6) (Pilon et al., 2020). Isso é necessário 

para evitar que o espectro fique ponderado pelos sinais do solvente. 

Ademais, a presença de macromoléculas e água, dado que se tratam de amostras 

biológicas, torna imprescindível a otimização de parâmetros experimentais e sequências 

de pulso, com o intuito de suprimir esses sinais, obtendo assim informações espectrais 

mais “legíveis” (Pilon et al., 2020). Uma das sequências de pulso recomendadas pela 

literatura para o estudo metabolômico de plantas é a NOESY que auxilia na determinação 

do perfil metabólico (Ocampos et al., 2024). 

2.2.4 Sequências de pulso: NOESY  

De acordo com Koos, Schulz e Gil (2020) o efeito nuclear Overhauser (NOE) é 

um fenômeno fundamental para análise em RMN, ocorrendo por meio do relaxamento 

que acontece numa interação dipolo-dipolo entre núcleos. Doost et al. (2019) ressalta que 

essa interação dipolo-dipolo não precisa necessariamente que os núcleos estejam ligados 

quimicamente, mas que tenham uma distância de até 5 Â (angstrons) entre si. 

No NOE, a intensidade do sinal é afetada quando um núcleo vizinho, presente no 

mesmo espaço (numa distância de até 5 Å) é saturado (as populações do spin α e β são 

igualadas) seletivamente (Pavia et al. 2010). Como a estabilidade foi alterada, as 

populações dos níveis de energia podem ser reestabelecidas, o que faz com que a 

população e intensidade de núcleos vizinhos seja alterada (Pavia et al. 2010).  

No estudo aqui desenvolvido, são obtidos dados espectrais a partir de amostras de 

extrato hidroalcoólico de plantas, dissolvidos em DMSO-d6. Então, é possível que sejam 

observados sinais de água, sugerindo a necessidade de usar uma sequência de pulsos com 

supressão do sinal da água. Ocampos et al. (2024) salientam que a sequência NOESY 

com supressão do sinal da água é a mais utilizada para obtenção de espectros desses 
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materiais. No experimento NOESY um pulso de radiofrequência de 90° (π
2⁄ ) é aplicado 

(fazendo com que o vetor magnetização se mova para o plano xy), logo depois o pulso de 

90° é reaplicado no eixo z, gerando o efeito NOE durante o mixing time (tempo de mistura 

Tm), por fim um terceiro pulso de 90° faz com que a magnetização volte para o plano xy 

e o sinal do FID é gerado (Mckay, 2011; Ocampos et al., 2024). Um esquema 

representacional desse processo pode ser visualizado na Figura 14.   

Figura 14-Representação da sequência de pulso NOESY. 

 

Fonte: Adaptado de Mckay (2011). 

Entre uma e outra aquisição de FID é necessário que o equilibrio seja 

reestabelecido, o que ocorre por meio de um tempo de espera d1 (delay). Esse d1 está 

relacionado proporcionalmente com o T1 (tempo de relaxação longitudinal) (Wieske e 

Érdelyi, 2021) e segundo Pellizzari et al. (2024) vem antes da pré-saturação do sinal, no 

caso da NOESY, como visualizado na Figura 14. Em estudos metabonômicos, o uso da 

sequência NOESY é recomendado para que sinais de água sejam suprimidos (Pilon  et al. 

2020).  

2.3 METABOLÔMICA/METABONÔMICA 

Segundo Canuto et al. (2018), existe um conjunto de ciências ômicas, as quais 

buscam entender as alterações biológicas e o funcionamento dos organismos. Dentre elas, 

estão a proteômica, que analisa as alterações protéicas; a transcriptômica, que analisa as 

mudanças nos transcritos; a genômica, que esta interessada nas alterações dos genes e a 

metabolômica/metabonômica, que estuda as mudanças metabólicas. 

No presente trabalho, nós investigamos a mudança no perfil de metabólitos 

contidos em extratos de planta em função da época de colheita, portanto, é necessário um 

breve entendimento sobre a definição de metabolômica. Assim, os metabólitos são 

produtos finais ou intermediários do sistema biológico, resultantes da resposta a mudança 

ambiental ou genética (Fiehn, 2002). A expressão metaboloma, segundo Oliver et al. 
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(1998), se refere a um conjunto de metabólitos com massa molecular de até 1500 Da 

(baixa). 

Outrora o termo metabolômica é comumente associado como sinônimo de 

metabonômica, o que pode gerar confusões e dúvidas para estudantes do tema, assim 

torna-se necessário trazer definições para que o entendimento de ambos fique mais claro. 

Nicholson et al. (1999) definiram o termo metabonômica, partindo do grego meta e 

nomos, que significam alteração/mudança e regras ou leis, respectivamente. Portanto, 

para esses autores, metabonômica é a medida quantitativa da resposta metabólica 

multiparamétrica de seres vivos a estímulos fisiopatológicos ou modificação genética. 

Por outro lado, o termo metabolômica foi concebido no final da década de 1990, 

sendo introduzido apenas em 2001 num artigo de Oliver Fiehn e colaboradores que 

demonstraram a aplicação do termo em plantas (Pilon et al., 2020). Pilon et al. (2020) 

salientam que a metabolômica estabelece como ocorre o  entendimento dos organismos 

por meio da análise de perfis metabólicos, além de que ela investiga de forma qualitativa 

e quantitativa os metabolismos primários e secundários de um sistema biológico. 

Pilon et al. (2020) ainda afirmam que a metabolômica era dividida em estudos 

alvo, no qual os metabólitos eram analisados por meio da resposta a estímulos, e não-

alvo, em que a análise era feita de forma indiscriminada, objetivando estudar todo o 

conjunto de substâncias, o que seria analiticamente muito complexo.  

Dessa forma, a diferença entre os termos está no impacto da estratégia 

metodológica adotada. Enquanto a estratégia metabolômica visa a identificação e 

quantificação absoluta de todos os metabólitos presentes no metaboloma e as 

modificações produzidas por um agente externo, a metabonômica, objetiva identificar um 

perfil de metabólitos e sua associação com a perturbação provocada pelo agente externo, 

buscando um “padrão”. A necessidade de identificação e quantificação absoluta faz com 

que a estratégia metabolômica inclua o uso de uma técnica de separação de misturas, em 

geral, cromatografia em fase gasosa ou fase líquida, antes da técnica espectrométrica. Na 

estratégia metabonômica, não há necessidade do uso de técnicas de separação de misturas. 

Nesse trabalho, iremos adotar a metabonômica baseada em RMN, uma vez que 

não buscamos a identificação e quantificação absoluta dos metabólitos, mas perseguimos 

a identificação de um padrão metabólico que esteja associado à ação de um agente 

externo. Com isso, a técnica espectrométrica é utilizada sem necessidade de uma corrida 

cromatográfica, simplificando a abordagem analítica.  

O procedimento experimental dessas análises requer uma série de passos, como: 
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obtenção e preparo da amostra, aquisição dos espectros por RMN, processamento e 

tratamento dos dados (incluindo a transformação destes em uma matriz), pré 

processamento, análises quimiométricas e por fim identificação/classificação das 

amostras (Maimone et al., 2024; Pilon et al., 2020). 

2.4 PROCESSAMENTO DOS ESPECTROS,  CONSTRUÇÃO DA MATRIZ E 

PRÉ PROCESSAMENTO DOS DADOS 

Posteriormente as aquisições espectrais, é necessário uma série de passos, para 

que os dados sejam transformados em matriz e assim sejam analisados. O processamento 

dos espectros é realizado por meio do software MestRenova. 

Comumente, nas informações espectrais estão contidas interferências como o 

deslocamento ou inclinação na linha de base, por exemplo (Ferreira, 2015). Assim, esse 

pré-tratamento dos dados é fundamental para que sejam eliminadas possíveis variações 

adquiridas na aquisição dos dados, as quais poderiam interferir negativamente nos 

resultados finais (Ferreira, 2015).  

Dessa forma, no MestRenova, são corrigidos aspectos como fase e linha de base 

dos espectros. Segundo Pilon et al. (2020), o último é fundamental para corrigir distorções 

que poderiam afetar os resultados quimiométricos. Outra correção, que também é feita 

nesse software é o referenciamento, que consiste em “alinhar” o espectro de acordo com 

um sinal de referência, que pode ser o sinal residual do solvente deuterado utilizado, por 

exemplo. Esse referenciamento impede que os deslocamentos químicos apareçam em 

locais inadequados (Pilon et al., 2020). 

Ainda nesse programa, as informações espectrais são aprimoradas por meio da 

diminuição do ruído, as quais podem ser feitas pelo truncamento ou apodização (Pilon et 

al. 2020). Nesse trabalho, foi realizada a apodização na ordem de 0,3 Hz, a qual segundo 

Hoch e Stern (1996) consiste na multiplicação do FID por uma função, melhorando assim 

a razão sinal/ruído. Outrossim, para transformação das informações espectrais em matriz, 

foi realizado o binning ou bucketing, o qual tem a função de reduzir a dimensionalidade 

dos dados, por meio do agrupamento de faixas de deslocamento químico (Figura 15) 

(Craig et al. 2006; Pilon et al. 2020).   

 

 

Figura 15-Representação da redução da dimensionalidade dos dados através do 
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binning. 

 

Fonte: Pilon et al. (2020) 

O tipo de tratamento depende do instrumento utilizado e do conjunto de amostras, 

pois em análises usando espectroscopia no infravermelho,por exemplo, geralmente é feita 

a redução da dimensionalidade dos dados, através da escolha de bandas específicas para 

análise (Butler et al., 2018). No caso da espectroscopia de RMN, por mais que o binning 

reduza a dimensão de dados, como mencionado acima, não se escolhe um pico/banda 

específica (Ferreira, 2015). 

Quando as informações espectrais são transformadas em matriz, são realizados 

outros tipos de processamento para que sejam  feitas as modelagens. Nesse trabalho, essa 

etapa foi realizada usando o MetaboAnalyst 6.0 (Chong e Xia, 2020), que é uma 

plataforma online. 

2.5 QUIMIOMETRIA 

Diante da necessidade em tratar a avalanche de dados gerados pelas inovações nas 

técnicas de análises químicas, surgiu a Quimiometria, que é uma abordagem que utiliza 

ferramentas de análise multivariada aplicados a dados químicos. De acordo com Ferreira 

(2015) a Quimiometria foi vista com o devido potencial apenas quando um grupo de 

cientistas publicaram uma sequência de artigos na Analytical Chemistry em 1969, 

ressaltando os métodos multivariados.  

O termo, no entanto, foi utilizado pela primeira vez por volta de 1971 (Ferreira, 

2015) por Svante Wold, considerado juntamente com Bruce Kowalski um dos fundadores 

da Quimiometria (Ferreira, 2022). Essa ciência multidisciplinar faz uso da matemática, 

computação e estatística para identificar e solucionar problemas químicos (Barros Neto, 

Scarminio e Bruns, 2006) intersectando assim a química, matemática e estatística 

(Ferreira, 2015). 
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No caso de amostras biológicas, as análises quimiométrica devem ser precedidas 

por algumas etapas que visam a correção de possíveis variações biológicas, que 

facilmente podem estar presentes em análise metabólica de plantas. A centralização dos 

dados na média e o escalamento são destacadas como práticas rotineiras na análise de 

metabólitos (Pilon et al., 2020). 

Todavia, esses autores (Pilon et al., 2020) ressaltam que a centralização dos dados 

pode não ser suficiente na criação de modelos envolvendo metabólitos, pois dentre estes, 

os mais abundantes numa determinada amostra podem se sobressair. Assim, outras 

formas de normalização como o auto-escalamento, escalamento por pareto e escalamento 

por estabilidade de variável são recomendadas como técnicas complementares dentro de 

estudos metabolômicos (Sussulini, 2017). O escalamento tem a função de fazer com que 

todos os sinais da amostra tenham uma contribuição igualitária (tendo o mesmo “peso”). 

Além disso, segundo Sussulini (2017) e Craig et al. (2006) também é necessária 

uma transformação dos dados, para que haja uma uniformização das várias fontes de ruído 

as quais os dados obtidos por RMN estão sujeitos. Isso pode ser feito por meio das 

transformações glog (apenas a variação biológica é considerada), log (os ruídos passam 

a ser aditivos) ou potência (há um efeito semelhante a transformação por log, mas a 

transformação é baseada em potenciações). 

Voltando para o tratamento quimiométrico, de acordo com Souza e Poppi, (2012) 

este pode ser dividido em três grandes subáreas: calibração multivariada, planejamento 

de experimentos e reconhecimento de padrões. Sendo que o reconhecimento de padrões 

conforme afirma Ferreira (2022) foi a subárea que mais se desenvolveu, pois visa  a 

identificação de falhas industriais, a origem desses industrializados e a identificação de 

metabólitos marcadores, sendo uma zona de grande vantagem tanto para o setor fabril 

como para as áreas de pesquisa em ciências exatas e saúde. Esse estudo foi realizado 

tendo como base essa subárea quimiométrica. 

As análises quimiométricas podem ser classificadas em não supervisionadas, que 

buscam identificar um padrão, sem que haja necessidade de intervenção do analista, 

buscando semelhança entre os dados, identificando assim amostras anômalas; ou 

supervisionadas. Nas quais, o pesquisador usa uma variável de classe ou alguma 

informação de saída para modelar o conjunto de dados (Liu et al., 2018; Pilon et al., 

2020). 

Na análise de metabólitos de plantas, é necessária uma visão geral das flutuações 

metabólicas, para que assim os pontos discriminantes sejam identificados. Essa visão, 
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pode ser proporcionada pelos métodos não supervisionados, dentre os quais se destacam 

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

(HCA) (Pilon et al., 2020). 

2.5.1 Análise de componentes principais (PCA) 

A análise de componentes principais (do inglês Principal Componente Analysis, 

PCA) é a técnica mais antiga de análise multivariada (Mishra et al., 2017) e visa catalogar 

as amostras e identificar a presença daquelas com comportamento anômalo (outliers) (Wu 

et al., 1997). A PCA reduz a dimensionalidade da matriz de dados representando estes 

em eixos, chamados de componentes principais (PC), fazendo com que seja possível 

visualizar um grande volume de dados em poucas dimensões, algo que era almejado e 

necessário diante da crescente modernização (Mishra et al., 2017). 

Essa redução dimensional pode ser visualizada de forma bi ou tridimensional, por 

exemplo, na qual cada eixo é uma PC (Souza e Poppi, 2012). Como as componentes 

principais têm o intuito de estar na direção que explique a maior variância dos dados, a  

(PC1-primeira componente principal) contém ou explica a maior variância do conjunto 

de dados, seguida por PC2, PC3, etc. que têm variâncias decrescentes (Anowar, Sadaqui 

e Selim, 2021). Essas PCs são ortogonais entre si e juntas buscam explicar a maior 

variância do conjunto amostral (Granato et al., 2018). 

Durante a análise de componentes principais, a matriz de amostras original é 

decomposta em duas outras matrizes, sendo uma de scores ou escores (T) e a outra de 

loadings ou pesos (L) (Pilon et al. 2020). Nessa decomposição, enquanto os scores se 

referem as amostras, designando as semelhanças entre elas, os loadings apontam o quanto 

cada variável contribui para explicar aqueles dados específicos (Ferreira et al., 2023). 

Então, os resultados de uma PCA são as projeções das amostras e das variáveis no sistema 

de coordenadas definido pelas componentes principais, gerando os gráficos de escores e 

de pesos, respectivamente. A análise desses resultados indica agrupamentos naturais e 

informa quais variáveis são importantes para esses agrupamentos. Eventualmente, as 

amostras podem se agrupar nas classes de interesse e podemos inferir quais variáveis 

estão associadas a essas classes. Por outro lado, o gráfico de escores pode indicar a 

presença de amostras anômalas. A Figura 16 apresenta um exemplo contendo os gráficos 

de escores e de loadings.  

Figura 16-Gráficos representativos para PCA. À direita, o gráfico de pesos; à esquerda, 
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o gráfico de escores em função de PC1 e PC2. 

 

Fonte: Ribeiro et al. (2014).  

Outrora, também existem outras técnicas não supervisionadas que desempenham 

funções interessantes para o trabalho em questão, as quais são apontadas pela literatura 

como ferramentas quimiométricas de importância para o conjunto de metabólitos 

estudado, como a Análise de Cluster Hierárquica e o Heatmap (Lee et al., 2016; Pilon et 

al.,  2020). 

2.5.2 Análise de Cluster Hierárquico (HCA) e Heatmap (Mapa de Calor) 

A Análise Hierárquica de Cluster , do inglês hierarchical cluster analysis (HCA) 

também se classifica como técnica de reconhecimento de padrões não supervisionados e 

tem se destacado na associação multivariada de bioativos (Granato et al., 2018). É um 

método que busca organizar as amostras em grupos ou clusters, de forma hierárquica, em 

relação a sua similaridade (Silva et al. 2023). 

Granato et al. (2018) ressaltam que os resultados dessa análise são apresentados 

em formas de dendogramas, os quais podem ser representados de forma aglomerativa, 

quando cada amostra é tida como um cluster (grupo), ou divisiva, no qual o grupo é obtido 

por meio da distância amostral e pela ligação entre esses grupos. Esses dois tipos de 

representação dependem do tipo de abordagem utilizada para modelar o conjunto de 

dados e podem ser visualizados na Figura 17. 
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Figura 17-Exemplos de dendogramas aglomerativos e divisivos para HCA. 

 

Fonte: Granato et al. (2018) 

Todavia, Pilon et al. (2020) enfatizam que a determinação da distância (euclidiana 

ou mahalanobis, por exemplo) a ser utilizada para catalogação quanto à similaridade e o 

tipo de conexão amostral (ward, completo, médio, etc) são fundamentais, pois 

influenciam diretamente os resultados da análise.  Os autores também salientam como o 

pré processamento de dados garante uma maior confiabilidade e precisão na HCA, ao 

indicarem a necessidade da redução de dados por binning (como já mencionado nesse 

texto). 

A HCA é importante para esse trabalho porque vem sendo largamente utilizada 

na classificação de plantas, quanto ao seu perfil químico (Liu et al., 2013). Contudo, essa 

análise apresenta a desvantagem de não indicar os sinais/deslocamentos químicos (Pilon 

et al., 2020), no caso de RMN, dos metabólitos responsáveis pelo agrupamento das 

amostras, o que traz à tona a necessidade de utilizar outras análises combinadas a análise 

hierárquica de cluster, como a HCA bidimensional ou o Heatmap, o qual segundo Lee et 

al. (2016) tem sido comumente combinado com a HCA, podendo ser chamado de 

clustergran. 

Heatpmap ou mapa de calor de acordo com Gu (2022) é um método de 

visualização de dados estatísticos que vem sendo bastante popularizado. Sua 

nomenclatura advém do fato da sua visualização/interpretação ser feita utilizando faixas 

de cor, nas quais a indicação de alta quantidade de metabólitos, por exemplo, é indicada 

pela cor vermelha, enquanto a baixa quantidade é representada pela cor azul ou 

esverdeada (Figura 18) (Wilkison e Friendly, 2009). Nesse tipo de representação, cada 

amostra é representada numa coluna de variáveis, de acordo com o bloco de cores, o qual 

como foi mencionado, vai se intensificando de acordo com a presença de determinada 

variável na amostra (Lee et al., 2016). 
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Figura 18-Representação gráfica de um heatmap. 

 

Fonte: Guo et al. (2020). 

Segundo Wilkinson e Friendly (2009), o heatmap tem uma forma retangular, a 

qual tem árvores de cluster (como as visualizadas no HCA) acopladas as suas margens. 

Eisen et al. (1998) e Gu (2022) salientam que os mapas de calor tem sido um padrão no 

quesito de análise de dados ômicos, o que é corroborado por Weinsten (2008) que aponta 

a existência de cerca de 4 (quatro) mil publicações na área biológica ou biomédica, 

envolvendo esse tipo de representação. Buscas na Pubmed e no portal de periódico 

CAPES, mostraram respectivamente, cerca de 3.700 (United States [s.d]) e 6.600 (Brasil 

[20--]). resultados, para o termo Heatmap. 
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3. HIPÓTESE 

O emprego de ferramentas quimiométrica de reconhecimento de padrões a dados 

espectrais obtidos de extratos de folhas de pitanga é capaz de distinguir as amostras em 

função da sazonalidade. 
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5. OBJETIVOS 

5.1 OBJETIVO GERAL 

Construir modelos metabonômicos capazes de distinguir/agrupar amostras de 

extrato etanólico de folhas de pitanga, de acordo com a sazonalidade. 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Adquirir os espectros de RMN de 1H a partir do extrato etanólico de folhas de 

pitanga, em DMSO-d6;  

• Selecionar métodos de análise multivariada que se adequem ao estudo 

realizado;  

• Identificar as variáveis mais importantes para a discriminação das amostras. 
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6. MÉTODO 

6.1 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS   

Os extratos etanólicos 50%  das folhas de Eugenia uniflora L. (pitangueira) foram 

adquiridos do grupo do professor Luiz Soares do Laboratório de Farmacognosia, do 

departamento de Ciências Farmacêuticas da UFPE. A metodologia de obtenção pode ser 

encontrada em Tenório et al. (2024), a qual também indica que a região de coleta 

corresponde ao munícipio do Paulista-PE.  

 6.2 PREPARO DAS AMOSTRAS E OBTENÇÃO DOS ESPECTROS DE RMN H1 

Foram pesados numa balança analítica, 20 mg de cada extrato, num tubo 

eppendorf, no qual se deu a solubilização com 600 µl de DMSO-d6. A amostra então foi 

transferida para um tubo de RMN de 5mm de diâmetro interno. Os espectros de RMN de 

1H foram obtidos usando as sequências de pulso NOESY, com pré-saturação do sinal da 

água em 3,56 ppm (sinal da água em DMSO), no espectrômetro Bruker Avance da Central 

Analítica do Departamento de Química Fundamental da UFPE, operando a 400 MHz e 

temperatura de 25°C. O sinal residual do DMSO-d6, em 2,5 ppm, foi utilizado como 

referência de deslocamento químico. 

Ainda em relação aos parâmetros de aquisição, foram empregados: janela 

espectral de 13,8 ppm, tempo de espera (delay) de 3 segundos, tempo de aquisição de 

2,94 s, pulso de RF de 90° e 128 repetições. 

6.3 PROCESSAMENTO DOS ESPECTROS E ANÁLISE QUIMIOMÉTRICA 

Os espectros foram processados usando apodização/line broadening igual a 0,3 

Hz. no software MestreNova 12.0, no qual também foram corrigidos manualmente a linha 

de base e a fase, bem como o referenciamento do sinal do DMSO (em 2,5 ppm). Ainda 

nesse sofware, foi realizada o corte da região espectral de interesse, entre  7,5 e 0,5 ppm 

, sendo excluída a região entre 2,43 e 2,57 ppm, que contém o sinal residual do DMSO-

d6. Por meio do binning a informação foi transformada em 1715 bins com largura de 

0,004 ppm. Assim, foi construída uma matriz linha para cada amostra, as quais foram 

todas agrupadas em uma única matriz com 14 linhas (amostras) e 1716 variáveis (1715 

bins mais a variável de classe), e esta matriz foi submetida à análise multivariada (Figura 

19). As amostras foram a priori catalogadas em dois grupos, G1 (coletadas entre outubro 

e março) e G2 (coletadas entre abril e setembro). 
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Figura 19- Recorte da matriz construída a partir das informações espectrais. 

 

Fonte: Autor (2025). 

Posteriormente, a matriz foi transformada num arquivo csv e foi submetida à 

análise quimiométrica na plataforma online Metaboanalyst 6.0.  Os dados foram 

normalizados pela soma, nas amostras, e autoescalados, nas variáveis, além de passarem 

pela transformação por log (indicada por Sussulini, 2017 e Pilon et al., 2020 como passo 

importante para amenizar os efeitos de ruídos). A normalização e auto- escalamento 

realizados, são fundamentais para “igualar” a importância das variáveis em cada amostra 

(Chong e Xia, 2020).   

Foram realizadas as análises exploratórias não supervisionadas: Análise de 

componentes Principais (PCA), a análise hierárquica de Cluster (HCA), e HCA com 

Heatmap, com o intuito de observar se há agrupamento das amostras nas classes de 

interesse.  
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7. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As amostras foram nomeadas conforme apresentadas na Tabela 2, considerando a 

época da coleta do material. A classificação quanto as classes (G1 e G2), foi feita de 

forma aleatória, dado que no Brasil não se têm estações do ano bem definidas, contudo é 

importante mencionar que os períodos mais frios ou mais quentes do ano, foram levados 

em consideração na classificação dos extratos em cada um dos grupos. 

Tabela 2- Descrição das amostras quanto ao período de coleta e classificação a priori. 

Mês/ano Nome Classe 

Outubro 2019 S1 G1 

Novembro 2019 S2 G1 

Dezembro 2019 S3 G1 

Janeiro 2020 S4 G1 

Fevereiro 2019 S5 G1 

Março 2021 S6 G1 

Março 2019 S7 G1 

Abril 2019 S8 G2 

Maio 2019 S9 G2 

Junho 2020 S10 G2 

Julho 2019 S11 G2 

Agosto 2019 S12 G2 

Agosto 2021 S13 G2 

2024* S14 G2 

* Para esta amostra, não temos informação do mês de coleta. 

Fonte: Autor (2025). 

 

 7.1 ESPECTROS DE RMN 

A Figura 20 apresenta dois típicos espectros de RMN de 1H das amostras dos 

extratos das folhas de pitanga, sendo uma de cada grupo classificados previamente. Por 

meio da inspeção visual não é possível observar diferenças significativas entre os 

espectros, sendo assim uma análise quimiométrica torna-se fundamental para apontar as 

diferenças entre os grupos amostrais. Todavia, podemos definir algumas regiões 

espectrais importantes: δ entre 8,0 e 6,0 ppm, onde são observados os sinais de grupos 

aromáticos; δ entre 5,5 e 4,0 ppm, atribuída a grupos olefínicos; δ entre 3,5 e 2,6 ppm, 

região de sinais carbinólicos; e δ entre 2,0 e 0,5 ppm, região onde são observados os sinais 

de grupos alifáticos (Pavia et al., 2015). O sinal residual de DMSO-d6 é observado em δ 

2,5 ppm, que é excluído na construção da matriz para tratamento quimiométrico. 
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Figura 20- Espectros de RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6, NOESY) de amostras de 

extratos etanólicos de folhas de pitanga da classe G1 (acima) e classe G2 (abaixo). 

 

Fonte: Autor (2025). 

É importante ressaltar que foram realizados cortes espectrais das regiões que não 

serão utilizadas na modelagem. 

7.2 ANÁLISES EXPLORATÓRIAS 

7.2.1 PCA  

A primeira abordagem exploratória sempre é feita usando Análise de 

Componentes Principais. Por meio dessa análise, foi observada uma tendência de 

agrupamento das amostras em dois grupos, em PC1 (primeira componente principal), o 

que pode ser visualizado na Figura 21, que mostra os gráficos de escores e de loadings 

referente à PCA. As duas primeiras componentes explicam 57,3% da variância contida 

no conjunto de dados. As amostras do grupo G1 apresentam-se com baixa dispersão e 

escores negativos em PC1. Apenas uma amostra desse grupo apresentou escore positivo. 

Por outro lado, as amostras do grupo G2 apresentaram uma dispersão maior e duas dessas 
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amostras apresentaram escores semelhantes aos das amostras do G1. Não há indícios de 

ocorrência de amostras anômalas. 

Figura 21- Gráficos de escores das amostras obtidos a partir dos dados espectrais 

normalizados. Em verde, temos as amostras da classe G2 e, em rosa, da classe G1. 

 

*No gráfico de escores da direita, temos informações referentes aos meses de coleta das amostras. 

Fonte: Autor (2025). 

A Figura 22 apresenta uma sobreposição dos gráficos de escores e de loadings 

contendo as 25 variáveis mais importantes. 

Figura 22- Biplot da PCA, mostrando as 25 variáveis mais importantes (maior peso) 

para os agrupamentos naturais observados. 

 
Fonte: Autor (2025). 
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Pode-se observar que PC1 separa as amostras em dois grupos, tendo o zero como 

referência. Assim, temos seis amostras com escores positivos, em PC1; e oito amostras 

com escores negativos. As variáveis mais importantes para a PCA têm deslocamentos 

químicos entre δ 6,8 ppm e 7,1 ppm. Essa região espectral é atribuída a núcleos de H-1 

de grupos benzênicos (Pavia et al., 2015). Duas, das 25 variáveis, têm deslocamento 

químico da ordem de δ 2,35 ppm, o qual podem ser atribuídos a grupos metilenos (CH2) 

ligados a anéis benzênicos (Pavia et al., 2015). Duas outras variáveis têm deslocamentos 

em δ 3,33 e 4,92 ppm, que podem advir respectivamente de metoxilas (OCH3) e de 

prótons vinílicos (R’-HC=CH-R”) (Pavia et al., 2015). Considerando a natureza da 

amostra, esses sinais de compostos aromáticos são especificamente de compostos 

fenólicos, dos quais os extratos de folhas de pitanga são ricos, como afirmam Oliveira et 

al. (2024) ao citarem polifenóis como taninos e flavonoides como os principais PN 

(produtos naturais) de Eugenia uniflora L. 

Através de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês, High-

Performance Liquid Chromatography) também foram identificados metabólitos da classe 

de polifenóis, como ácido gálico, ácido elágico e catequina, por exemplo, nas folhas da 

espécie (Bakr, Mohamed e Waly, 2017). Em relação a RMN de 1H, Sobeh et al. (2019) 

relataram sinais de ácido gálico com deslocamentos em torno de δ 7,08 ppm.  

Retomando o que foi observado por meio dos dados da Figura 22, pode se inferir 

que as amostras pertencentes a classe G1, (escores negativos em PC1), possuem um maior 

teor de compostos fenólicos, em relação às demais. Nesse caso, essas amostras estão 

concentradas, em sua maioria, entre os meses de outubro a março (S1-S6), sendo que duas 

amostras da classe G2 (S14 e S8) também apresentam escore negativos em PCA, o que 

pode ser justificado pelo fato de que não obtivemos informações relativas ao mês de 

coleta de S14 e em relação a S8 (abril) podemos apontar o acúmulo das condições 

climáticas as quais a planta foi submetida, dado que o que é observado no referido mês, 

advém dos efeitos de dias e meses antecessores (Ivanov et al., 2022). 

Assim, pode-se inferir que uma maior concentração de compostos fenólicos nesse 

período adveio da produção antecedente desses metabólitos. Os compostos fenólicos, 

especificamente os da classe de flavonoides (Ng, Eh Suk e Gew 2022) são metabólitos 

que tem a capacidade de absorver radiação ultravioleta (UV), o que é proveniente da sua 

estrutura rica em hidroxilas ligadas a anéis aromáticos (Lôbo, Silva e Menezes, 2020), 

formando um grande sistema de polifenóis conjugados. Isso pode ser confirmado pelas 

afirmações de Ng, Eh Suk e Gew (2022) sobre a capacidade fotoprotetora das estruturas 
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polifenolícas, as quais podem eliminar radicais livres, prevenindo assim o 

envelhecimento da pele, por exemplo. Katiyar e Mukhtar (2001) e Svobodová , Psotová 

e Walterová (2003) também relatam esse efeito benéfico dos flavonoides, contra a luz 

UV. Svobodová, Psotová e Walterová (2003) relatam inclusive a capacidade da 

quercetina na prevenção dos danos causados pela exposição à radiação UV. Essa 

capacidade de proteção contra a radiação UV é advinda do caráter antioxidante desses 

compostos fenólicos (Ng, Eh Suk e Gew, 2022). 

Do ponto de vista farmacológico,  uma maior concentração de compostos 

fenólicos é vantajosa, pois existe uma tendência crescente no uso dessa classe de 

metabólitos e seus derivados para tratamento de diversas enfermidades (Elshafie et al., 

2023). Losada-Barreiro et al. (2022) e Zhang et al. (2022) corroboram sobre os efeitos 

antivirais, antimicrobianos, antioxidantes e anti-hipertensivos dos compostos fenólicos.  

Embora a atividade biológica desses metabólitos seja comumente centrada em seu 

caráter antioxidante (Duda-Chodak e Tarko, 2023), proveniente da sua atividade redutora, 

Belscav-Cvitanovic et al. (2018) salientam que as propriedades de ligação também são 

determinantes da atividade biológica. Zagoskina et al. (2023) afirmam que a afinidade 

por proteínas é oriunda das propriedades de ligação. 

Sendo assim, é válido reafirmar que os benefícios conferidos por esses compostos 

fenólicos estão intimamente ligados a sua estrutura química, que pode ser visualizada, de 

forma exemplificada, na Figura 23, na qual pode-se observar a estrutura de alguns 

compostos fenólicos encontrados em extratos de folhas de Eugenia uniflora L. por HPLC 

(Bakr, Mohamed e Waly, 2017). 

Figura 23- Exemplos de compostos fenólicos. 

 

Fonte: Adaptado de Zagoskina et al. (2023). 

Tomando como exemplo o combate ao excesso na produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), que poderiam acarretar no desenvolvimento de doenças, os compotos 
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fenólicos atuam positivamente devido a sua capacidade de doar elétrons ou átomos de 

hidrogênio, o que é conferido pela presença de grupos aromáticos, ligações conjugadas e 

hidroxilas na sua estrutura (Olszowy, 2019).  

Ademais, ainda como efeito da sua ação antioxidante, os polifenóis podem inibir 

o estresse oxidativo (Zagoskina et al., 2023), o qual comumente causa uma progressão 

em doenças neurodegenerativas, como Parkirson e Alzheimer (Grabska-Kobyleca et al., 

2023). 

Além disso, Fraga et al. (2019) acentuam a beneficidade da ingestão de alimentos 

com compostos fenólicos em relação a doenças crônicas não transmissíveis, como 

diabetes e problemas cardiovasculares, por exemplo. Os autores, ainda trazem os 

resultados positivos de estudos feitos por Kesse-Guyot et al. (2012) a respeito da ingestão 

de compostos fenólicos e consequente melhora cognitiva. Roszkowski (2023) realça esses 

metabólitos como promissores em terapias oncológicas. 

Dessa forma, pode-se compreender que os extratos de folhas de pitanga com uma 

maior concentração de polifenóis podem conferir diversos benefícios a saúde humana. 

Sendo que, esses compostos têm o caráter fotoprotetor, é justo afirmar que épocas do ano 

com maior índice de radiação (mais calor) propiciam uma produção mais acentuada de 

polifenóis, os quais, atuam assim na proteção da planta. Essa afirmação é consolidada por 

Zagoskina et al. (2023) que confirmam o aumento na produção de compostos fenólicos 

relacionado aos níveis de estresse da planta, o qual pode ser aumentado por fatores como 

mudanças na temperatura, índice de luz e radiação UV. 

Esse achado é interessante porque a partir de uma análise exploratória, rápida e 

com o mínimo de intervenção do analista, foi possível discriminar as amostras em função 

da maior ou menor concentração relativa de compostos fenólicos. 

 

7.2.2 HCA 

A Figura 24 apresenta o resultado  da análise hierárquica de clusters. 

Considerando uma distância de 80, podemos dividir o conjunto em dois grupos, que estão 

em consonância com o agrupamento apresentado nos resultados da PCA. Tem-se um 

grupo com seis amostras (S7, S9, S10, S11, S12, S13) e outro com oito amostras (S1, S2, 

S3, S4, S5, S6, S8 e S14). Contudo, se considerarmos uma distância de 40, o grupo 

contendo oito amostras se divide em três subgrupos, sendo dois subgrupos contendo três 

amostras (S14, S4 e S1; S5, S6 e S8) e um subgrupo contendo duas amostras (S2 e S3).  
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Figura 24- Análise hierárquica de Cluster (HCA) para os extratos de pitanga. 

 
Fonte: Autor (2025). 

Como a classificação mostrada no HCA confere com a PCA, inclusive com as 

amostras S7, S8 e S14 apresentando-se em grupo diverso àquela classificação a priori, é 

válido afirmar que as oito amostras de baixo para cima, possuem um maior teor de 

polifenóis, que as demais. Todavia, como já salientado no decorrer desse texto, esse tipo 

de análise de cluster, apenas realiza um agrupamento amostral, deixando pendente o 

fornecimento de informações relativas as variáveis envolvidas na separação desses 

grupos. Assim, no intuito de preencher essa lacuna, realizamos outro tipo de análise 

exploratória, concomitante com a HCA, o heatmap (mapa de calor). 

7.2.3 Heatmap 

 
Nesse tipo de análise também se pode observar a formação de dois grupos dentre 

o conjunto amostral (parte superior da Figura 25). No grupo a direita do heatmap, em 

verde, pode-se observar o surgimento de três subgrupos, assim como na HCA.  Contudo, 

no heatmap, embora se tenha a formação de dois grupos, as amostras presentes em cada 

um deles diferem um pouco da PCA e do HCA. Todavia, em sua maioria, os componentes 

de cada grupo estão em consonância.  

Visualmente pode-se perceber que as amostras a direita do heatmap (classe G2), 

apresentam uma maior concentração de metabólitos com os deslocamentos característicos 

apresentados no gráfico (também na parte direita do mapa de calor).  
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Figura 25-Heatmap com extratos de folhas de Eugenia uniflora L. 

 

Fonte: Autor (2025). 

Esses deslocamentos, são as 25 variáveis responsáveis pela formação desses dois 

grandes grupos, os quais em sua maioria estão na região entre δ 0,85 e 1,15 ppm, 

deslocamentos característicos de metilas alifáticas (CH3) (Pavia et al., 2015), as quais 

dentre os componentes da pitanga, podem ser encontradas na estrutura de terpenos (Figura  

26). Garmus et al.(2014), Silva e Lima (2016) e Zanusso et al. (2023)  relataram a 

presença de terpenos em folhas de Eugenia uniflora L. Falcão et al. (2018) identificaram 
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terpenos e compostos fenólicos dentre os metabólitos secundários presentes nas folhas de 

pitanga, sendo que o sesquiterpeno espatulenol já foi relatado como principal componente 

do óleo essencial da espécie (Sobeh et al. 2016). 

Figura 26-Exemplo de terpeno encontrado nas folhas de Eugenia uniflora L. 

 

Fonte: Autor (2025). 

A comprovação da presença desse tipo de metabólito em extratos de folhas de 

Eugenia uniflora L, foi confirmada por autores como Garmus et al. (2014) que 

encontraram terpenos como germacreno B e germacreno D, detectados por GC/MS. O 

sesquiterpeno curzereno, também foi relatado em óleos essenciais da referida planta 

(Costa  et al.  2020). Duan et al. (2020) relataram sinais de triterpenos, usando 

espectroscopia de RMN de 1H, com deslocamentos em δ 0,84 e 0,98 ppm. 

A classe que apresentou maior concentração de terpenos, de acordo com a análise 

do Heatmap, foi a G2 (contrária a classe com maior concentração de polifenóis na PCA), 

sendo assim, pode-se inferir que a classe G2 apresenta um maior teor relativo de terpenos 

em relação à classe G1. Nesse caso, as amostras que se classificaram com maiores 

concentrações de terpenos foram aquelas coletadas no período do ano que fica entre os 

meses de abril a setembro (S8-S13), sendo que a amostra S14 (sem mês) e S5 também 

foram catalogadas nessa classe. Esse efeito pode ser atribuído as variações sazonais, como 

discutido na seção PCA. 

Dessa forma, também pode-se afirmar que um maior teor de terpenos adveio da 

necessidade de produção desse metabólito, por parte da planta, em épocas antecessoras a 

coleta. Isso pode ser explicado pelo fato de que terpenos, assim como outros compostos 

voláteis, atuam na defesa das plantas (Li et al., 2023).  

Li et al. (2023) discorrem acerca da incidência na concentração de homólogos de 

terpenos, relacionada com a necessidade da planta se proteger de insetos. Em outras 

palavras, um maior teor de terpenos nas folhas de pitanga, por exemplo, indica que a 

planta foi submetida a um estresse, provavelmente ocasionado por pragas. O terpeno 
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então, terá a função de inimigos naturais dessas pragas, objetivando a sua erradicação e 

consequente sobrevivência da espécie. Ademais, a incidência/aumento na concentração 

de terpenos também pode servir como sinalizadores para proteção da planta, funcionando 

como contra-ataque a predadores (Hu, 2022). Alguns terpenos como o limoneno e o α-

pineno são repulsivos ou até tóxicos para alguns herbívoros (Boncan et al. 2020). Os 

terpenos, também são vistos como agentes relevantes no controle de pragas (Li et al., 

2023). Um dado importante nesse sentido é que óleo essencial de pitanga já se mostrou 

eficaz como repelente larval, dada a incidência de sesquisterpenos, em sua composição 

(Lobo et al., 2019). 

Os Terpenos compreendem uma classe de metabólitos que propiciam inúmeros e 

variados benefícios (Cox-Georgian et al., 2019), o que é vantajoso do ponto de vista  

farmacológico. Eles afirmam que os terpenos apresentam atividade antibacteriana, 

antifúngica e antidemência, por exemplo, e que  suas funções geralmente dependem da 

classe a qual pertencem. Del Prado-Audelo et al. (2021) apontam os terpenos como 

potenciais agentes anti-inflamatórios, ação atribuída a classe dos diterpenos  (Cox-

Georgian et al., 2019 e Vasas e Hohmman, 2014). 

Os sesquitepenos, dos quais o germacreno faz parte, desempenham um papel 

importante no crescimento e interação da referida planta com o ambiente. Em relação à 

farmacologia, Chadwick et al.  (2013) apontam sua ação antiplasmodial. 

Li et al. (2023) ainda ressaltam como os terpenos podem ser utilizados desde a 

indústria de alimentos até a perfumaria, apontando-os também como compostos 

potenciais no uso de biocombustíveis renováveis. 

Quimicamente, a estrutura dos terpenos tem caráter lipofílico, como é o caso do 

β-cariofileno, por exemplo, terpeno presente na pitanga. Essa característica, faz com que 

esses compostos tenham facilidade para penetrar as membranas celulares, o que faz com 

que a referida ação farmacológica ocorra. Jha et al. (2021), por exemplo, trazem um 

estudo acerca da potencialidade do β-cariofileno no tratamento de inflamações da Covid-

19. 

Assim, pode-se perceber que os terpenos também podem conferir diversos 

benefícios, sendo que estes são frequentemente relatados nas folhas de Eugenia uniflora 

L. e que neste trabalho, a maior concentração dessa classe de metabólitos se deu nas 

amostras da classe G2, pode-se subtender que esses extratos tem um grande 

probabillidade de serem decorrentes duma época na qual a planta estava sujeita a estresse 

biótico. A incidência de pragas pode ser afetada pelas diferenças de temperatura (Deutsch 
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et al.,  2018) as quais apresentam oscilações em decorrência da época do ano. 

No que diz respeito a tendência de formação de três subgrupos, vista na HCA e 

Heatmap (Figuras 24 e 25, respectivamente) pode-se atribuir, principalmente pelo mapa 

de calor, a incidência de mudanças no ambiente climático da pitanga, a qual como aqui 

discutido, influencia na produção e consequente aumento ou diminuição na concentração 

de metabólitos como terpenos e polifenóis. Por esse motivo, também há uma relação 

referente a proximidade dos meses de coleta e a formação dos subgrupos formados. Isso 

também pode justificar, o perpasse de algumas amostras por ambas as classes.  
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8. CONCLUSÃO 

 Os resultados demonstram que a estratégia metabonômica baseada na 

espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 1H é eficiente para identificar 

semelhanças e diferenças metabólicas entre amostras de extratos etanólicos de folhas de 

Eugenia uniflora L, agrupando-as em função da sazonalidade. Dessa forma, por ser um 

tipo de análise não destrutiva e que requer preparo mínimo da amostra, é uma técnica 

vantajosa para um screening que vise separar as amostras em função do teor de compostos 

polifenólicos e/ou terpenos. 

 Ademais, as principais classes de metabólitos aqui identificadas, catalogaram as 

amostras em dois grupos, por meio das análises exploratórias PCA, HCA e Heatmap; 

sendo que a PCA e o Heatmap, indicaram compostos fenólicos e terpenos como os 

responsáveis por essa distinção. 

 Pelo biplot da PCA, observou-se que o grupo de amostras pertencentes a classe 

G1 continha um maior teor de polifenóis, o que foi confirmado pelos deslocamentos em 

torno de δ 7,0 ppm. O agrupamento da HCA embora não apresentasse as variáveis, 

corroborou com o agrupamento da PCA, acrescentando, no entanto, um outro 

agrupamento entre as amostras, que se subdvidiram em três outros grupos, o que também 

foi mostrado no Heatmap. Essa subdvisão, assim como o perpasse de algumas amostras 

de uma classe para outra (ao compararmos PCA e HCA com o mapa de calor) pode ser 

atribuída as mudanças as quais as folhas de pitangueira foram submetidas, em razão da 

sazonalidade. 

 Pelo Heatmap, foi possível visualizar que o grupo de amostras da classe G2 obteve 

uma maior concentração voltada para terpenos, por meio dos deslocamentos químicos 

baixos, em torno de δ 0,8 ppm (atribuído a grupos metílicos alifáticos). Sendo assim, é 

válido afirmar que a classe de amostras G1 apresentou um maior teor de polifenóis e 

menor concentração de terpenos, o que se mostrou contrário em relação a classe 2 (maior 

concentração de terpenos e menor teor polifenóico). 

Por meio dessas análises, pode-se perceber como a sazonalidade influencia na 

concentração de metabólitos, mesmo se tratando do extrato da mesma planta. Isso é 

importante, pois embora polifenóis e terpenos possam ter algumas propriedades 

semelhantes, no quesito farmacêutico, nas questões que envolvem a planta, cada um dos 

metabólitos desempenha uma função específica.  

Sendo assim, a maior concentração de polifenóis assinala que em momentos que 

antecederam a colheita, a Eugenia uniflora L. precisou aumentar a produção desse 
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metabólito, para se proteger de estresses, gerados pela radiação UV, por exemplo. 

Tratando da classe com maior teor de terpenos, podemos inferir que a pitangueira 

provavelmente foi submetida a estresse ocasionado pela incidência de pragas ou precisou 

se proteger de predadores. Para se ter um melhor entendimento acerca disso, informações 

sobre ìndice pluviométrico, radiação UV e incidência de pragas (nos meses que 

antecederam a  coleta das amostras) seriam interessantes. 

 Por fim, este trabalho demonstrou o potencial da abordagem metabonômica como 

ferramenta de screening para identificação e discriminação de amostras de extratos de 

folhas de pitanga (Eugenia uniflora L.), mas que pode ser extrapolada para outras espécies 

também, em função do teor relativos de metabólitos secundários. Portanto, a hipótese 

inicialmente admitida foi confirmada. 
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9. PERSPECTIVAS 

• Ampliar o número de amostras, possibilitando um maior conjunto de dados e 

análises supervisionadas; 

• Realizar estudos com outros tipos de extratos (aquoso, por exemplo), objetivando 

uma comparação e conhecimento dos principais metabólitos presentes nas 

amostras; 

• Observar como o tipo de extração influencia o perfil metabólico nos espectros de 

RMN de H1. 
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APÊNDICE 
 

NOTA DE IMPRENSA 

Pesquisa da UFPE investiga alterações nas concentrações de metabólitos em folhas 

de Eugenia Uniflora L. (pitangueira) em função da sazonalidade 

 

Você sabia que a composição das folhas de uma planta, como a pitangueira, pode variar 

ao longo do ano devido a fatores como sazonalidade, método de extração e local de 

coleta? Essas variações influenciam a quantidade/concentração de metabólitos 

secundários, responsáveis pelos efeitos medicinais da planta e relacionados à sua 

adaptação ao ambiente. 

Com o intuito de investigar essas mudanças, a mestranda Chaianne Kaialle da Silva 

Nascimento, sob orientação do professor Ricardo Oliveira da Silva, no Programa de 

Pós-Graduação em Química (PPGQUI) da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE), desenvolveu um estudo utilizando extrato de folhas de Eugenia uniflora L. 

(pitangueira) coletadas em diferentes épocas do ano. O objetivo foi observar uma 

tendência de agrupamento das amostras em função da sazonalidade, analisando assim 

qual/quais metabólitos se destacam nessa separação.  

A pesquisa utilizou a espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN), 

Metabonômica e Quimiometria. Foram realizadas as análises exploratórias: Análise de 

Componentes Principais (PCA), Análise Hierárquica de Cluster (HCA) e Heatmap (mapa 

de calor) a partir dos dados obtidos com as informações espectrais. Os resultados da PCA 

e do HCA indicaram a formação de dois grupos, denominados de G1 (amostras coletadas 

entre outubro e março), que tinham uma maior concentração relativa de compostos 

fenólicos; e G2 (amostras coletadas entre abril e setembro).  A partir dos resultados 

obtidos com o mapa de calor, o G2 continha as amostras com um maior teor relativo de 

terpenos.  

Ao contrário de outras técnicas mais complexas e demoradas, o método utilizado neste 

estudo permite uma análise rápida e eficiente dos extratos. Isso indica que, a partir de um 

teste rápido e sofisticado, os pesquisadores podem separar as amostras a partir da classe 

de metabólitos secundários de interesse. Esses resultados são interessantes, pois podem 

guiar a época do ano em que seria mais propicia a colheita de folhas da pitangueira, 

objetivando uma maior incidência desses metabólitos. Todavia, em casos de mudanças 

climáticas, a amostra pode ser classificada com mais segurança, pois a classe de 

compostos é a variável usada para a discriminação. 

Este estudo é parte da dissertação de mestrado de Chaianne Kaialle da Silva 
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Nascimento, sob orientação do professor Ricardo Oliveira da Silva, com bolsa 

financiada pela CAPES. A pesquisa destaca a importância da ciência interdisciplinar 

para valorização da medicina popular, unindo as áreas de Química, Farmácia e Estatística 

Multivariada, em benefício da sociedade. 
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