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Abstract: The metabolomic techniques are powerful tools to explain and predict 
phenotypes in biological systems. In this area, chemometric methods are employed in 
order to extract information from complex analytical data. Among the instrumental 
methods that allow obtaining analytical and chemometric methods, proton nuclear 
magnetic resonance (1H NMR) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) are 
the most used. This paper describes some practical issues in pretreatment 1H NMR spectra 
and the use of PLS-DA with and application for differentiation of two species of brown 
algae, Dictyota ciliolata e D.  crenulata. 
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Resumo 

As técnicas de metabolômica são ferramentas poderosas para explicar e prever fenótipos 
em sistemas biológicos. Nesta área, os métodos quimiométricos são empregados para 
extrair informações de dados analíticos complexos. Dentre os métodos instrumentais para 
obtenção dos dados analíticos e os métodos quimiométricos, os mais utilizados são 
ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN  de 1H) e o método dos mínimos 
quadrados parciais discriminante (partial least squares-discriminant analysis, PLS-DA). O 
presente trabalho descreve alguns aspectos práticos do processamento de espectros de 
RMN de 1H e da utilização de PLS-DA com aplicação para diferenciação de duas espécies de 
algas pardas, Dictyota ciliolata e D. crenulata. 
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1. Introdução 

 

O termo metabolômica surgiu no final da 
década de noventa do século passado e 
refere-se ao estudo qualitativo e quantitativo 
de metabólitos em sistemas biológicos para 
relacionar variações dos metabólitos com 
mudanças genéticas ou perturbações nas 
condições ambientais.1-4 Nesta área, são 
utilizados métodos instrumentais sofisticados 
para gerar os dados e métodos 
quimiométricos para extrair informações 

destes.  

Independente dos métodos instrumentais 
e quimiométricos, os trabalhos de 
metabolômica incluem as seguintes etapas: 
identificação da questão biológica a ser 
estudada, planejamento experimental, 
amostragem, preparação das amostras, 
aquisição, processamento e análise dos 
dados (Figura 1). 

A identificação da questão biológica a ser 
estudada é o ponto de partida para um 
trabalho de metabolômica, seguida de um 
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planejamento experimental, que é uma etapa 
imprescindível em qualquer trabalho 
científico. A amostragem deve ser realizada 
para que as amostras representem 
significativamente o sistema biológico a ser 
estudado. O preparo da amostra é uma etapa 
que depende da natureza das amostras e tipo 
de análise que será feita. 

Os métodos mais utilizados na aquisição 
dos dados de metabolômica são baseados em 
ressonância nuclear magnética (RMN) e 
cromatografia com espectrômetro de 
massas. Dependendo do tipo de dados 
gerados, as estratégias de processamento 
dos dados são diferentes. Neste trabalho 
serão abordados o processamento dos dados 
de ressonância magnética nuclear de 
hidrogênio unidimensional (1D), mostrando a 
importância e os cuidados que devem ser 
tomados nesta etapa. 

As análises dos dados de metabolômica 
podem ser realizadas com métodos de 
reconhecimento de padrões não 
supervisionados e métodos supervisionados. 
O que distingue os métodos supervisionados 
dos não supervisionados é o conhecimento 
prévio de grupos. Neste artigo será 
apresentado o método dos mínimos 
quadrados parciais discriminante (Partial 
Least Squares-Discriminant Analysis, PLS-DA) 
que é o método de reconhecimento de 
padrões supervisionado mais utilizado. 
Também serão discutidos os aspectos 
práticos da aplicação do programa The 
Unscrambler® 9.5 com esta finalidade. 

O trabalho apresenta, ainda, um exemplo 
de aplicação da metabolômica de algas 
pardas de duas espécies, sendo elas: Dictyota 
ciliolata e Dictyota crenulata. Estas duas 
espécies apresentam margens denticuladas e 
muitas vezes são de difícil distinção. Quatro 
são as características morfológicas que 
distingue-as: 

- Iridescência: D. ciliolata apresenta cor 
amarelo esverdeada e padrão de bandas 
transversais, enquanto D. crenulata 
apresenta ápices azul-esverdeados, bandas 
largas e pálidas transversais e manchas 
escuras quadradas ao longo de todo o talo;5 

- Formato dos ápices: D. ciliolata 
apresenta ápice redondo a agudo, enquanto 
D. crenulata apresenta ápice redondo a 
obtuso;5 

- Denticulação: D. ciliolata apresenta uma 
denticulação muito pequena a ciliada; D. 
crenulata apresenta denticulação triangular a 
crenulata;5 

- Arranjo dos esporângios: D. ciliolata 
apresenta esporângios solitários; D. crenulata 
pode apresentar esporângios solitários ou 
agrupados.5 

As Figuras 2 e 3 apresentam exemplos de 
espécimes de Dictyota crenulata e D. 
ciliolata, mostrando a variedade de formas e 
colorações que podem ser encontrados. 

A distribuição da D. crenulata no litoral do 
Brasil, do Rio Grande do Norte ao Rio de 
Janeiro com ausência de registro de táxon 
nos litorais da Paraíba e Sergipe, proposta 
por Horta (2000), pode estar subestimada 
pela dificuldade taxonômica que este táxon 
apresenta. Crispino (2000) declara não 
reconhecer as duas espécies para o estado do 
Espírito Santo, apenas espécimes típicos de 
D. crenulata. Wysor & De Clerk (2003) 
reportaram que amostras do Panamá 
inicialmente identificadas como D. ciliolata, 
na verdade devem corresponder a uma 
forma de crescimento de D. crenulata com 
denticulações esparsas. 

Tronholm et al. (2013) reiteraram que as 
diferenças morfológicas entre as duas 
espécies são sutis e fazem um estudo com 
sequenciamento de DNA para confirmar a 
distribuição geográfica destas espécies. No 
Brasil, as duas espécies são reconhecidas 
morfológica e quimicamente.6,10 

Muitos trabalhos sobre diversas 
atividades biológicas dos diterpenos 
produzidos por algas do gênero Dictyota já 
foram publicados.11-19 Dentre esses estudos, 
podemos destacar a atividade antiviral contra 
o vírus da imunodeficiência humana 
adquirida tipo 1, o HIV-1, e o herpes simples 
humano (HSV-1) de diterpenos das espécies 
D. menstrualis e D. pfaffi.11-19 Há grande 
potencial para descobertas de outras 
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atividades biológicas, sendo as macroalgas 
mais estudadas no Brasil em relação à 

química de produtos naturais. 

 
 

 

Figura 1. Esquematização das etapas gerais de um trabalho de metabolômica 

 

   

 

Figura 2. Espécimes de Dictyota crenulata. Fotos obtidas em 
http://www.botany.hawaii.edu/ReefAlgae/Algae%20in%20Hawaii%20pages/Dictyota%20in%2
0Hawaii, %20page.htm e http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/13179 

 

 

http://www.botany.hawaii.edu/ReefAlgae/Algae%20in%20Hawaii%20pages/Dictyota%20in%20Hawaii,%20%20page.htm
http://www.botany.hawaii.edu/ReefAlgae/Algae%20in%20Hawaii%20pages/Dictyota%20in%20Hawaii,%20%20page.htm
http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/13179


Baddini, A. L. Q. et al. 
 

 

Rev. Virtual Quim. |Vol 6|  |No. 2|  |396-415| 400 

 

 

Figura 3. Espécimes de Dictyota ciliolata. Fotos obtidas em 
http://www.seaweedafrica.org/search/images/view/?img_id=34473 e 

http://biogeodb.stri.si.edu/bocas_database/search/species/3533 

 

2. Processamento dos espectros de 
RMN de 1H e extração dos dados 

 

A primeira etapa do processamento dos 
dados consiste em importar o arquivo de 
dados gerado pelo espectrômetro de RMN 
para o programa computacional. Neste 
estudo, seis programas de processamento de 
espectros foram avaliados, sendo eles: Top 
Spin® (Bruker Biospin, Alemanha), Vnmrj® 
(Agilent, EUA),  MestReNova® (Mestrelab 
Reserch, Espanha), Automatics19 , NMR 
Suite® (Chenomx, Canadá) e Metabolomic20 . 
Os dois primeiros programas são 
comercializados por fabricantes de duas 
marcas de espectrômetros de RMN, tendo, 
portanto, interface com os formatos de 
arquivos gerados por seus equipamentos. O 
MestReNova® e o NMR Suite® são programas 
comerciais que foram construídos para tratar 
dados gerados por qualquer espectrômetro 
de RMN. Os formatos de arquivo que podem 
ser abertos ou convertidos para serem 

utilizados por estes programas estão listados 
na Tabela 1. 

O Automatics19 e o Metabolomic20 são 
programas acadêmicos construídos para 
atender e tratar dados gerados de várias 
marcas de espectrômetros, ambos 
processam arquivos no formato .fid da 
Bruker, sendo necessária a utilização de um 
programa conversor dos vários formatos para 
o formato .fid. O programa Automatics19 
importa dados no formato XWIN-NMR e o 
Metabolomic20 importa os dados espectrais 
em arquivo de texto.   

A espectroscopia de ressonância 
magnética nuclear pulsada gera um sinal com 
decaimento livre de indução no domínio do 
tempo (Free Induction Decay, FID) – Figura 
4A. Como este tipo de sinal não é 
interpretável pelo olho humano, é necessário 
transformá-lo para o domínio de frequência 
através da transformada de Fourier. A Figura 
4B apresenta um espectro de RMN de 1H 
gerado no domínio da frequência. 

Todos os programas computacionais de 

http://www.seaweedafrica.org/search/images/view/?img_id=34473
http://biogeodb.stri.si.edu/bocas_database/search/species/3533
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processamento de espectros avaliados 
convertem o FID automaticamente ou 
manualmente em espectros de domínio de 

frequência, além disso, fazem correção de 
fase (Figura 5A) e ajustam a linha base em 
zero (Figura 5B). 

 

 

Figura 4. Exemplo de um espectro no domínio de tempo (A); Espectro no domínio de 
frequência após o cálculo da transformada de Fourier (B) 

 

 

Figura 5. Espectros de RMN de 1H: correção de fase (A); ajuste da linha base em zero (B) 

 

A B 

Transformada de Fourier 

A 

B 
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Tabela 1. Programas usados para o processamento dos espectros de RMN de 1H avaliados e 
tipos de arquivos para a importação 

 

 

Figura 6. Organização dos dados espectrais em uma matriz X de dados 

 

Utilizando os espectros no domínio de 
frequência, com correção de fase e linha base 
em zero, é desejável organizar os espectros 
em uma matriz de dados de acordo com a 
Figura 6 para realizar os cálculos 
multivariados. Contudo, pode ocorrer uma 

série de problemas que inviabilizam ou 
atrapalham os cálculos multivariados de 
reconhecimentos de padrões: 

 Os espectros de RMN de 1H podem 
apresentar sinais de ruído, sinais indesejados 
ou sinais de solventes; 

Programa Tipo de arquivo para a importação 

Top Spin 3.2 (Bruker Biospin, Alemanha) .fid ou .ser 

VnmrJ 3.2 (Agilent, EUA)  Arquivos da Agilent 

MestRenova 6.0 e 8.0 

(Mestrelab, Espanha) 

 .fid, .ser (Bruker) 

 .fid  (Varian) 

 .jdf  (JEOL) 

.jdx  (JCAMP) 

Automics19 .fid (Bruker) 

XWIN-NMR 

Programa conversor para .fid (Bruker) 

NMR Suite 7.6 

(Chenomx, Canadá) 

Programa conversor de vários formatos (Agilent, 
Bruker, Jeol, JCAMP-DX, Mestrelab e NMRpipe) 
em Chenomx 

Metabolomic20 

 

Arquivo de texto  

.fid (Bruker) 
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 A intensidade dos sinais entre duas 
amostras pode diferir devido a diferenças de 
concentração; 

 Pequenas variações nos 
deslocamentos químicos devido a diferenças 
na temperatura de aquisição do espectro, pH 
das soluções e força iônica. 

A identificação de sinais indesejáveis e 
ruído para posterior retirada pode ser 
realizada por deconvolução. Na 
deconvolução de espectros de RMN ocorre a 

identificação dos sinais pelo formato do 
espectro, isto é realizado pelo 
reconhecimento de curvas provenientes de 
equações Lorentzianas ou Gaussianas.21 Na 
Figura 7, a curva em vermelho representa o 
espectro de RMN de 1H original, a cor azul 
representa os sinais deconvoluídos e o sinal 
na cor preta representa o ruído, A soma dos 
sinais deconvoluídos e do ruído compõe o 
espectro original. Os programas o Top Spin® 
e o MestReNova® apresentam a ferramenta 
de deconvolução. 

 

 

Figura 7. Exemplo de espectro de RMN deconvoluído 

 

Para resolver o problema de diferentes 
alturas de sinais nos espectros obtidos devido 
às diferenças de concentrações entre as 
amostras, basta dividir todos os dados por 
uma área ou altura de sinal do espectro; este 
processo é denominado normalização. A 
Figura 8A apresenta três espectros de 
amostras com concentrações diferentes e a 
Figura 8B apresenta o resultado após 
normalização dos dados pela área do sinal 
principal. Se o sinal principal fosse muito 

variável em relação aos sinais dos outros 
metabólitos, poderia ser utilizada a área total 
do espectro ou a área de uma faixa do 
espectro. Esta possibilidade de tratamento é 
comum nos programas avaliados, e mesmo 
que não houvesse este recurso, a 
normalização poderia ser realizada em 
programa de tratamento de planilhas 
eletrônicas, como por exemplo, Excel® ou 
Origin®. 

 
 

Sinais deconvoluídos Espectro 

Ruído 
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Figura 8. Espectros não normalizados (A); Espectros normalizados pela área do sinal principal 
(B) 

 

O alinhamento dos espectros é uma etapa 
importante para posterior organização da 
matriz de dados. Alguns programas 
disponibilizam o alinhamento do espectro 
utilizando um sinal do próprio espectro, 
geralmente um sinal de solvente. Este 
procedimento não é eficaz para os espectros 
de RMN de 1H porque as variáveis 
responsáveis pela variação nos 
deslocamentos químicos não afetam os sinais 
da mesma maneira.22 O alinhamento ideal é 
realizado com um espectro considerado 
como padrão em relação aos espectros das 
outras amostras do estudo de 
metabolômica.14 O espectro padrão deve 
apresentar todos os sinais para estes 
servirem como referência no alinhamento 
dos demais espectros. Os programas 

MestReNova (a partir da versão 7.0), VnmrJ 
3.2, Automics19 e Metabolomic20 apresentam 
esta ferramenta de alinhamento. Há ainda 
opções de algoritmos de alinhamento que 
não estão nos pacotes avaliados, como por 
exemplo, o Correlation Optimized Warping 
(COW). No COW, o espectro é dividido em 
seguimentos de tamanhos iguais e é 
escolhido um número de “pontos de folga”. 
O número de “pontos de folga” corresponde 
ao máximo de pontos que o espectro a ser 
alinhado irá percorrer no eixo horizontal para 
encontrar a melhor correlação com o 
espectro padrão.   O algoritmo então testa a 
melhor correlação entre os segmentos do 
espectro padrão e do espectro que está 
sendo alinhado.23,24 

O binning ou bucketing é um tratamento 

A 

Normalização dos dados  
utilizando a área do 
 sinal em 1,25 ppm 

B 
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que reduz o tamanho dos dados espectrais.25 
Há vários tipos de binnings, o tipo mais 
comum divide o espectro em bins 
equidistantes (geralmente utiliza-se a faixa 
de 0,04 ppm), calcula a área de cada bin e 
substitui a faixa do espectro por um ponto 
(Figura 9).22 Este recurso está disponível no 
MestReNova, Automics19, NMR Suite 7.6 e 
Metabolomic.20 A vantagem do uso deste 
recurso é que na redução dos dados, o 
problema do desalinhamento dos sinais pode 
desaparecer e a desvantagem é uma possível 
perda de informação. O programa Automics19 
ainda possui outros dois tipos de binnings: no 
primeiro tipo o algoritmo identifica os sinais e 
verifica a largura dos sinais para ser utilizada 
como faixa do bin equidistante; o segundo 
tipo foi denominado de binning inteligente, 

onde o algoritmo identifica os sinais e utiliza 
faixas variáveis de bin.25 

O importante na aplicação de qualquer 
tratamento nos espectros de RMN de 1H é 
observar o resultado após a aplicação de 
cada procedimento e se possível testar vários 
parâmetros diferentes, como por exemplo, 
tamanhos de faixas diferentes no binning. 

Todos os programas avaliados fazem a 
extração dos dados espectrais, permitindo, 
desta forma, a exportação dos dados de RMN 
de 1H em arquivos de formatos diversos. Com 
estes dados, é montada uma matriz de 
acordo com a Figura 6 para posterior 
importação por programas estatísticos de 
cálculos multivariados. 

 

 

Figura 9. Espectro de RMN 1H sem tratamento e bins equidistantes (A), resultado após a 
aplicação do binning (B) 

 

3. Método dos mínimos quadrados 
parciais discriminante 

 

O método dos mínimos quadrados 
parciais (Partial Least Squares-PLS) é um 
método de regressão em que o vetor da 
função-resposta Y e a matriz X são 
decompostos em componentes principais, 
também denominadas variáveis latentes:26,27 

 

X =T PT + E                (Eq. 1) 

Y =U CT + F                (Eq. 2) 

Onde:  

P e C são os pesos de X e Y, respectivamente; 
T e U são os escores de X e Y, 
respectivamente; E e F são os resíduos de X e 
Y, respectivamente. 

No PLS, os valores dos escores nas 
matrizes T e U são modificados até que o 
melhor modelo linear seja determinado entre 
eles e assim, a maior covariância entre X e Y 
seja obtida. Isso é feito em uma série de 
etapas e há diversos algoritmos propostos, 
dentre eles: NIPALS (Non-linear Iterative 
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Partial Least Squares )27, SIMPLS28 
(Statistically Inspired Modification of Partial 
Least Squares ), Kernel,29,30 Wide Kernel,31 
Ding & Gentleman32 etc. No presente 
trabalho será apresentada uma aplicação do 
programa The Unscrambler® 9.5 que utiliza o 
algoritmo NIPALS para o cálculo PLS.  

Nos cálculos PLS utilizados em 
reconhecimento de padrões, o método passa 
a ser chamado de método dos mínimos 
quadrados parciais discriminante (Partial 
Least Squares-Discriminant Analysis, PLS-DA) 
e se a função-resposta não for numérica, 
como na distinção das espécies de algas do 
exemplo a seguir, o valor +1 é atribuído na 
função-resposta para um grupo e para outro 
grupo é atribuído zero (ou outro valor, como 
-1).  

No PLS-DA, a interpretação dos gráficos 
de escores e pesos passa a ter importância 
maior que nos trabalhos que utilizam os 
modelos PLS para previsão, como no caso da 
calibração multivariada. No gráfico de 
escores é desejável haver segregação entre 
os grupos em que se deseja discriminação. O 
gráfico de pesos apresenta o resultado mais 
importante do PLS-DA, pois as variáveis que 
mais contribuem para o modelo irão 
apresentar os maiores valores em módulo. 
Para os trabalhos de metabolômica com 
RMN, o gráfico de pesos mostra que sinais do 
espectro são os responsáveis pela 
discriminação dos grupos. 

Além dos gráficos de escores e pesos, 
outras características dos modelos devem ser 
observadas: 

 Número de variáveis latentes para a 
construção do modelo; 

 Variância explicada em cada variável 
latente; 

 Gráfico de calibração que apresenta 
os valores previstos pelo modelo versus os 
valores reais ou experimentais. Neste gráfico, 
o coeficiente de determinação (R2) e o erro 
médio quadrático de calibração (RMSEC) 
devem ser avaliados; 

 Gráfico da validação cruzada que 
apresenta os valores previstos pelo modelo 

(com a retirada de uma ou mais amostras) 
versus os valores reais ou experimentais. O 
coeficiente de determinação (Q2) e o erro 
médio quadrático da validação cruzada 
(RMSECV) também devem ser avaliados 
neste gráfico. 

 

O RMSEC e RMSECV são calculados pelas 
seguintes equações: 

 

                                                                   (Eq. 3) 

 

                                                                     

                                                                   (Eq. 4) 
 
 
Onde: 

ŷi representa o valor previsto pelo modelo;  

ŷ’i representa o valor previsto pelo modelo 
na validação cruzada;  

yi representa o valor real; 

n corresponde ao número de amostras. 

 

Para ter um bom modelo PLS é desejável 
que R2 e Q2 sejam próximos a 1, os valores de 
RMSEC e RMSECV tenham os valores mais 
baixos possíveis e que se tenha alta variância 
explicada (próximo a 100 %). Contudo, 
muitas vezes o modelo não apresenta 
resultados satisfatórios devido ao excesso de 
informação dos espectros de RMN. Nestes 
casos é recomendável realizar seleção de 
variáveis.33,34 

Há diversos métodos de seleção de 
variáveis em modelos PLS que podem ser 
classificados em três categorias: 

 Métodos de Filtro: utilizam os 
resultados do cálculo PLS sem seleção para 
identificar um subconjunto de variáveis 
importantes. Os gráficos de pesos ou 
coeficientes de regressão podem ser 
utilizados para identificar as variáveis 
importantes a serem selecionadas;34 
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 Métodos Wrapper: são baseados em 
algum tipo de aprendizagem supervisionada 
e utilizam duplo procedimento iterativo. O 
método wrapper mais utilizado é o algoritmo 
genético. Este algoritmo é inspirado na teoria 
da evolução biológica e seleção natural de 
Darwin. Os modelos matemáticos são os 
indivíduos e as variáveis os genes. Os 
modelos com as melhores combinações de 
variáveis são selecionados para a próxima 
geração. O “cruzamento” entre os modelos e 
a mutação ocorre diversas vezes e ao fim do 
processo obtém-se um modelo mais ajustado 
a função-resposta.34 

 Métodos Embedded: são baseados 
em um único processo iterativo, como 
exemplo o iPLS. No iPLS o espectro é 
subdividido em faixas equidistantes e em 
seguida são obtidos modelos PLS de cada 
faixa. O modelo final é construído com as 
melhores faixas.34 

Um método de filtro, selecionando as 
variáveis importantes pelo gráfico de 
coeficientes de regressão no programa The 
Unscrambler® 9.5, foi utilizado neste 
trabalho. 

 

4. Exemplo de aplicação: Seleção 
dos sinais representativos nos 
espectros de RMN de 1H para 
diferenciação das espécies de algas 
Dictyota crenulata e D. ciliolata 

 

4.1. Material e métodos 

 

Os extratos brutos de cinco amostras de 
D. crenulata e oito amostras de D. ciliolata 
foram obtidos por maceração estática em 
acetona e secagem à pressão reduzida a 40 
oC.9 

Para as análises por RMN de 1H cerca de 
10 mg de extrato bruto foram dissolvidos em 
500 µL de clorofórmio deuterado. As análises 
foram feitas em um espectrômetro Varian 

Unity Plus 300 e o tetrametilsilano (TMS) foi 
usado como padrão interno para a referência 
de deslocamento químico (0 ppm). 

O processamento dos espectros foi 
realizado usando o programa MestReNova® 
8.0 que foi escolhido por apresentar todas as 
ferramentas de interesse, dentre elas, a 
deconvolução dos sinais e o alinhamento 
pelo espectro padrão. 

A obtenção dos modelos PLS-DA foi feito 
no programa The Unscrambler® 9.5. 

 

4.2. Resultados e discussão 

 

4.2.1. Avaliação dos espectros de RMN 1H 
e tratamento de dados 

 

Os extratos brutos das algas das espécies 
D. ciliolata e D. crenulata obtidos 
empregando solventes apolares, contêm 
ácidos graxos, diterpenos e esteróis.9,10,35-37 
Um espectro de RMN de 1H típico para estes 
extratos está apresentado na Figura 10A. São 
observados muitos sinais na região de 0,5 a 
3,0 ppm devido aos hidrogênios das metilas 
dos diterpenos e apresenta o sinal intenso 
em 1,25 ppm que corresponde aos 
hidrogênios dos ácidos graxos.  

Através da comparação dos resultados 
obtidos do binning com o espectro original 
(Figura 10A) pôde-se escolher a faixa do 
binning utilizada. A faixa usualmente 
escolhida é a de 0,04 ppm, mas foi observada 
perda de informação (Figura 10B). Já com a 
aplicação do binning com a faixa de 0,004 
ppm (Figura 10C) não foi observada mudança 
significativa em relação ao espectro original. 
Não há problema em utilizar uma faixa de bin 
tão estreita porque foi realizado alinhamento 
por um espectro padrão e seleção de 
variáveis na obtenção do modelo PLS-DA. 

Os ácidos graxos não permitem a 
discriminação das espécies de algas do 
gênero Dictyota. 9,10,35-37 Deste modo, o sinal 
correspondente a estas substâncias foi 
alinhado em 1,250 ppm usando o sinal do
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TMS como referência. Tanto o sinal dos 
ácidos graxos obtido após alinhamento, 
quanto aqueles considerados como ruído, 
foram retirados após deconvolução. A 
deconvolução foi realizada empregando o 
modo sintético do MestReNova® 8.0. A Figura 

10D apresenta o resultado referente à 
retirada dos sinais após deconvolução e 
binning com faixa de 0,004 ppm. A Figura 11 
resume as etapas utilizadas no 
processamento de dados neste trabalho. 

 

 

Figura 10. Espectro de RMN de 1H de uma das amostras de Dictyota ciliolata(A); Espectro 
com aplicação de binning utilizando a faixa de 0,04 ppm (B); Espectro com aplicação de binning 
utilizando a faixa de 0,004 ppm (C); Espectro com aplicação de binning (faixa de 0,004 ppm) e 
retirada de ruído e sinal em 1,250 ppm após deconvolução (D) 

A 

B C 

D 
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Figura 11. Etapas de tratamento dos espectros 

 

Embora o alinhamento pelo sinal de 
referência do TMS tenha sido eficaz para 
identificar o sinal referente a ácidos graxos, 
este tipo de alinhamento não foi eficaz para 
os demais sinais do espectro, os quais foram 
corretamente alinhados através do espectro 
padrão.  

A escolha do espetro padrão de cada 
espécie foi realizada pela presença dos sinais 
dos produtos majoritários. Entretanto, como 
estes espectros foram obtidos de extratos 
brutos, eles apresentam sinais de outras 
substâncias. Os produtos majoritários da D. 
ciliolata e D. crenulata são respectivamente o 
acetato de dictyol B e o 4β-acetoxydictyodial 
A,9 cujas estruturas moleculares são 

representadas na Figura 12. 

As Figuras 13A e 13B apresentam os 
espectros padrão da D. ciliolata e D. 
crenulata respectivamente, onde alguns 
deslocamentos químicos dos produtos 
majoritários foram destacados. 38-39 

A Figura 13C apresenta todos os espectros 
utilizados no trabalho após os tratamentos 
mencionados acima. Grande semelhança 
entre os dois grupos de espectros é 
observada na Figura, mostrando a 
necessidade da aplicação de um método de 
reconhecimento de padrões para destacar 
quais os deslocamentos químicos são 
relevantes nos espectros de RMN de 1H de 
cada espécie. 

 

  

Acetato de dictyol B 4β-acetoxydictyodial A 
  

Figura 12. Produtos majoritários das espécies D. ciliolata e D. Crenulata 
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A normalização dos espectros foi realizada 
usando o valor da área da região espectral de 
0,5 a 3,0 ppm por apresentar maior 
importância em termos de quantidade de 
sinais. Esta etapa foi realizada antes do 

alinhamento pelo espectro padrão para que 
os espectros tivessem sinais com valores 
semelhantes para serem alinhados e foi 
realizada após o binning, pois nesta etapa 
ocorre alteração na intensidade dos sinais. 

 

 

Figura 13. Espectro padrão da espécie D. ciliolata com alguns sinais destacados referentes 
ao acetato de dictyol B38 (A); Espectro padrão da espécie D. crenulata com alguns sinais 
destacados referentes ao 4β-acetoxydictyodial A39 (B);  Espectros de D. ciliolata e D. crenulata 
após tratamentos dos espectros de RMN de 1H (C) 

A 

B 

C 
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4.2.2. Obtenção e avaliação do modelo 
PLS-DA  

 

Devido à natureza do problema estudado, 
a função-resposta atribuída à espécie Dicyota 
ciliolata foi +1 e à espécie D. crenulata foi -1. 
As regiões de -0,1 a 0,1 ppm e 7,24 a 7,26 
ppm foram excluídas dos cálculos porque 
correspondem aos sinais do TMS e 
clorofórmio, respectivamente. 

O melhor modelo de PLS-DA para 
diferenciação das espécies D. ciliolata e D. 
crenulata foi obtido com os dados centrados 
na média e seleção de 110 variáveis originais 
pelo gráfico de coeficiente de regressão. Este 
modelo com três variáveis latentes explica 

86,3 % da variância de X. 

Os gráficos de calibração com a previsão 
do modelo sem a retirada de amostras e com 
a validação cruzada do tipo “leave one out” 
mostram boa correlação apresentando 
respectivamente R2 igual a 0,964 e Q2 igual a 
0,850 (Figuras 14A e 14B). As Figuras 14A e 
14B apresentam respectivamente o RMSEC e 
RMSECV obtidos. O gráfico 2D de escores 
(Figura 14C) apresenta segregação entre as 
espécies. O gráfico de pesos da VL1 da Figura 
14D mostra que os picos mais importantes 
para D. ciliolata ocorrem em δ 0,880, δ 1,300, 
δ 1,936 e δ 2,344 e para D. crenulata os sinais 
importantes ocorrem em δ 2,032; δ 0,936 e δ 
1,616. 

 

 

Figura 14. Gráfico de calibração (A); gráfico de validação cruzada do tipo “leave one out” (B); 
gráfico de escores de VL2 X VL1(C); gráfico de pesos em VL1 (D) 
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Os resultados para D. crenulata 
confirmam que o 4β-acetoxydictyodial A é a 
substância importante para diferenciação 
desta espécie em relação a D. ciliolata. Os 
sinais δ 2,03, δ 0,936 e 1,616 correspondem 
respectivamente aos hidrogênios dos 
carbonos 20, 21 e 5.39 

Por outro lado, os resultados para D. 
ciliolata mostraram que a informação 
relevante para diferenciação desta espécie 
está em sinais dos hidrogênios do esqueleto 
guaiano prenilado, esqueleto do diterpeno 
majoritário acetato de dictyol B e de outros 
diterpenos presentes na amostra. Os sinais δ 

3,444 e δ 1,300 correspondem 
respectivamente aos hidrogênios do 
esqueleto guaiano prenilado 1, 19 (Figura 
15).38 Outro sinal relevante ocorre em δ 
1,936, que corresponde aos hidrogênios de 
metila do grupamento acetato.38 Há ainda 
outro sinal importante para diferenciação de 
D. ciliolata que é o sinal em δ 0,880, este 
corresponde a hidrogênios de esteróis. Os 
esteróis abundantes nestas algas são o 
fucosterol e o isofucosterol cujas estruturas 
moleculares estão apresentadas na Figura 15. 
O sinal em δ 0,880 corresponde aos 
hidrogênios do carbono 27 destes esteróis.40 

 

 

 

Figura 15. Estruturas moleculares do esqueleto guaiano prenilado, fucosterol e isofucosterol 

 

5. Conclusões 

 

Os trabalhos de metabolômica de RMN 1H 
compreendem diversas etapas, dentre as 
quais os tratamentos dos espectros e os 
cuidados na utilização do método 
quimiométrico são etapas imprescindíveis 
para a obtenção de resultados confiáveis. 

No trabalho foi apresentada uma 
aplicação de metabolômica baseada em RMN 
1H e PLS-DA para diferenciação entre Dictyota 
ciliolata e a D. crenulata. O modelo obtido 
mostrou que na D. ciliolata os sinais mais 
importantes são os referentes aos esteróis (δ 
0,880) e aos guaianos prenilados (δ 1,300; δ 
1,936; δ 2,344) por apresentarem maior 
abundância nos espectros. Na D. crenulata a 
diferenciação pode ser feita pelos sinais do 

Esqueleto do tipo guaiano prenilado 

  Fucosterol 

R =  

  Isofucosterol 

R =  
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diterpeno acetilado (δ 2,032; δ 0,936; δ 
1,260), que é o seu produto majoritário. 
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