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Metabolomics Based on 'H NMR and Partial Least Squares-Discriminant
Analysis

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 (‘*H NMR) and partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) are
the most used. This paper describes some practical issues in pretreatment 'H NMR spectra
and the use of PLS-DA with and application for differentiation of two species of brown
algae, Dictyota ciliolata e D. crenulata.

Keywords: Metabolomics; PLS-DA,; 'H NMR; chemotaxonomy; brown algae; Dictyota.

Resumo

As técnicas de metabolémica sdo ferramentas poderosas para explicar e prever fendtipos
em sistemas bioldgicos. Nesta area, os métodos quimiométricos sdo empregados para
extrair informacdes de dados analiticos complexos. Dentre os métodos instrumentais para
obtencdo dos dados analiticos e os métodos quimiométricos, os mais utilizados sdo
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e o método dos minimos
quadrados parciais discriminante (partial least squares-discriminant analysis, PLS-DA). O
presente trabalho descreve alguns aspectos praticos do processamento de espectros de
RMN de 'H e da utilizacdo de PLS-DA com aplicacdo para diferenciagdo de duas espécies de
algas pardas, Dictyota ciliolata e D. crenulata.

Palavras-chave: Metabolomica; PLS-DA; RMN de 1H; guimiotaxonomia; algas pardas;
Dictyota.
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4.2. Resultados e discussdo

5. Conclusoes

1. Introdugao

O termo metabolomica surgiu no final da
década de noventa do século passado e
refere-se ao estudo qualitativo e quantitativo
de metabdlitos em sistemas bioldgicos para
relacionar variagdes dos metabdlitos com
mudancas genéticas ou perturbagdes nas
condigbes ambientais.”™® Nesta darea, sdo
utilizados métodos instrumentais sofisticados
para gerar os dados e métodos
guimiométricos para extrair informacGes

destes.

Independente dos métodos instrumentais
e quimiométricos, os trabalhos de
metabolémica incluem as seguintes etapas:
identificacdo da questdo bioldgica a ser
estudada, planejamento experimental,
amostragem, preparacdo das amostras,
aquisicdo, processamento e analise dos
dados (Figura 1).

A identificacdo da questdo bioldgica a ser
estudada é o ponto de partida para um
trabalho de metabolémica, seguida de um
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planejamento experimental, que é uma etapa
imprescindivel em  qualquer trabalho
cientifico. A amostragem deve ser realizada
para que as amostras representem
significativamente o sistema bioldgico a ser
estudado. O preparo da amostra é uma etapa
qgue depende da natureza das amostras e tipo
de analise que sera feita.

Os métodos mais utilizados na aquisicdo
dos dados de metabolomica sdo baseados em
ressonancia nuclear magnética (RMN) e
cromatografia com  espectrdmetro de
massas. Dependendo do tipo de dados
gerados, as estratégias de processamento
dos dados sdao diferentes. Neste trabalho
serdo abordados o processamento dos dados
de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio unidimensional (1D), mostrando a
importancia e os cuidados que devem ser
tomados nesta etapa.

As analises dos dados de metabolémica
podem ser realizadas com métodos de
reconhecimento de padrdes nao
supervisionados e métodos supervisionados.
O que distingue os métodos supervisionados
dos ndo supervisionados é o conhecimento

prévio de grupos. Neste artigo sera
apresentado o método dos minimos
quadrados parciais discriminante (Partial

Least Squares-Discriminant Analysis, PLS-DA)
que é o método de reconhecimento de
padrées supervisionado mais utilizado.
Também serdo discutidos os aspectos
praticos da aplicagdo do programa The
Unscrambler® 9.5 com esta finalidade.

O trabalho apresenta, ainda, um exemplo
de aplicacdo da metabolémica de algas
pardas de duas espécies, sendo elas: Dictyota
ciliolata e Dictyota crenulata. Estas duas
espécies apresentam margens denticuladas e
muitas vezes sdo de dificil distingdo. Quatro
sdo as caracteristicas morfolégicas que
distingue-as:

- Iridescéncia: D. ciliolata apresenta cor
amarelo esverdeada e padrdao de bandas
transversais, enquanto D.  crenulata
apresenta apices azul-esverdeados, bandas
largas e palidas transversais e manchas
escuras quadradas ao longo de todo o talo;’

Vo

- Formato dos apices: D. ciliolata
apresenta apice redondo a agudo, enquanto
D. crenulata apresenta apice redondo a
obtuso;’

- Denticulagdo: D. ciliolata apresenta uma
denticulagdo muito pequena a ciliada; D.
crenulata apresenta denticulacdo triangular a
crenulata;’

- Arranjo dos esporangios: D. ciliolata
apresenta esporangios solitdrios; D. crenulata
pode apresentar esporangios solitarios ou
agrupados.’

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

A distribui¢do da D. crenulata no litoral do
Brasil, do Rio Grande do Norte ao Rio de
Janeiro com auséncia de registro de taxon
nos litorais da Paraiba e Sergipe, proposta
por Horta (2000), pode estar subestimada
pela dificuldade taxonémica que este taxon
apresenta. Crispino (2000) declara nado
reconhecer as duas espécies para o estado do
Espirito Santo, apenas espécimes tipicos de
D. crenulata. Wysor & De Clerk (2003)
reportaram que amostras do Panamd
inicialmente identificadas como D. ciliolata,
na verdade devem corresponder a uma
forma de crescimento de D. crenulata com
denticulagGes esparsas.

Tronholm et al. (2013) reiteraram que as
diferengas morfolégicas entre as duas
espécies sdo sutis e fazem um estudo com
sequenciamento de DNA para confirmar a
distribuicdo geografica destas espécies. No
Brasil, as duas espécies sdao reconhecidas
morfoldgica e quimicamente.®*

Muitos  trabalhos sobre diversas
atividades  biolégicas dos  diterpenos
produzidos por algas do género Dictyota ja
foram publicados.“"19 Dentre esses estudos,
podemos destacar a atividade antiviral contra
o virus da imunodeficiéncia humana
adquirida tipo 1, o HIV-1, e o herpes simples
humano (HSV-1) de diterpenos das espécies
D. menstrualis e D. pfaffi’™™ Ha grande
potencial para descobertas de outras
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atividades bioldgicas, sendo as macroalgas quimica de produtos naturais.
mais estudadas no Brasil em relagdo a

Questao bioldgica

!

Planejamento experimental

|

Amostragem

A A

Preparo das amostras
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Aquisicao dos dados
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Processamento dos espectros e extra¢ao dos dados

y

Analise dos dados

Figura 1. Esquematizagdo das etapas gerais de um trabalho de metabolémica

Dictyota crenulata D’ctyo" crenulata >

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

A primeira etapa do processamento dos
dados consiste em importar o arquivo de
dados gerado pelo espectrémetro 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), Automatics® , NMR
Suite® (Chenomyx, Canadd) e Metabolomic™ .
Os dois primeiros programas sao
comercializados por fabricantes de duas
marcas de espectrometros de RMN, tendo,
portanto, interface com os formatos de
arquivos gerados por seus equipamentos. O
MestReNova® e o NMR Suite® sdo programas
comerciais que foram construidos para tratar
dados gerados por qualquer espectrometro
de RMN. Os formatos de arquivo que podem
ser abertos ou convertidos para serem

utilizados por estes programas estdo listados
na Tabela 1.

O Automatics”® e o Metabolomic®® sdo
programas académicos construidos para
atender e tratar dados gerados de vdrias
marcas de espectrometros, ambos
processam arquivos no formato .fid da
Bruker, sendo necessaria a utilizagdo de um
programa conversor dos varios formatos para
o formato .fid. O programa Automatics™
importa dados no formato XWIN-NMR e o
Metabolomic®® importa os dados espectrais
em arquivo de texto.

A espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear pulsada gera um sinal com
decaimento livre de indu¢do no dominio do
tempo (Free Induction Decay, FID) — Figura
4A. Como este tipo de sinal ndo é
interpretavel pelo olho humano, é necessario
transforma-lo para o dominio de frequéncia
através da transformada de Fourier. A Figura
4B apresenta um espectro de RMN de 'H
gerado no dominio da frequéncia.

Todos os programas computacionais de
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processamento de espectros avaliados frequéncia, além disso, fazem correcdo de
convertem o FID automaticamente ou fase (Figura 5A) e ajustam a linha base em
manualmente em espectros de dominio de  zero (Figura 5B).
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Figura 4. Exemplo de um espectro no dominio de tempo (A); Espectro no dominio de
frequéncia apds o célculo da transformada de Fourier (B)
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Figura 5. Espectros de RMN de 'H: correcdo de fase (A); ajuste da linha base em zero (B)
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Tabela 1. Programas usados para o processamento dos espectros de RMN de *H avaliados e

tipos de arquivos para a importagao

Programa T

ipo de arquivo para a importacao

Top Spin 3.2 (Bruker Biospin, Alemanha)
VnmrJ 3.2 (Agilent, EUA)

MestRenova 6.0 e 8.0

(Mestrelab, Espanha)

.fid ou .ser
Arquivos da Agilent
fid, .ser (Bruker)
fid (Varian)

jdf (JEOL)

jdx (JCAMP)
Automics™ fid (Bruker)
XWIN-NMR
Programa conversor para .fid (Bruker)
NMR Suite 7.6 Programa conversor de varios formatos (Agilent,

(Chenomx, Canada) e

Metabolomic®

Bruker, Jeol, JCAMP-DX, Mestrelab e NMRpipe)

m Chenomx

Arquivo de texto

fid (Bruker)

- 55 b
| /T ‘-'I r A
\ e ey e
—a ‘i ~ A
I ] A A
| s Ao
l o Pt
Doslo‘ llo Quimico (ppm)
Fung3o-Resposta|  0.004 0.008 0.012 0.016 g > 0.024 0.028 0.032 0.036 0.030 0.044 0.04
Amostra1 | 1 0.145646 | 0.104756 | 0.0576767 | 0.0310411 | 0.050697 | 0.0043669 | 0.0013066 | 0.0025633 | 0.0046505 | 0.0031854 | 0.0030036 | 0.0073
Amostra 2 | 1 0.0192641 | 0.0160733 | 0.0085576 | 0.0068639 | 0.0046541 | 0.0046168 | 0.0041723 | 0.0035566 | 0.0046603 | 0.0034946 | 0.0045304 | 0.0049
Amostra 3 = 0.229507 | 0.0573732 | 0.0295302 | 0.026056 | 0.0248124 | 0.0251773 | 0.0255989 | 0.0265009 | 0.0266987 | 0.0273509 | 0.0277177 | 0.0276
Amostra 4 "_*> 0.097719 | 0.0455567 | 0.0327398 | 0.0300943 | 0.0288836 | 0.027571 | 0.0276496 | 0.0273693 | 0.0269897 | 0.0269276 | 0.02713 | 0.0271
Amostra 5 | 1 0.0593603 | 0.0327847 | 0.0275 6 0.0261444 | 08257139 6 ; 0.0256169 | 0.0261073 | 0.0254
Amostra 6 | [® 0.0539767 | 0.0322327 | 0. p 6 | 0.0278654 | 0.0280823 | 0.0279
Amostra 7 Ty 0.0694138 | 0.0378157 0.0277514 | 0.0275085 | 0.0272
Amostra 8 | [ €D ] 0.151219 | 0.0550905 | 0 0.0050261 | 0.0089208 | 0.0154
Amostra 9 | 213 0.0236269 | 0.0108351 | 0. gos -0.0128955 | -0.0132603 | -0.0132
Amostra 10| = -0.0059926 | 0.0071623 | -0.007826 5459 | -0.0006613 | -0.006 -0.004329 1 -0.0061828 | - 9915 | -0.0073421 | -0.0077812 | -0.0067
Amostra11| | 0.0458524 | 0.0405114 | 0.0262972 | 0.0204599 | 0.0172227 | 0.0162452 | 0.0152043 | 0.0147485 | 0.0146634 | 0.0148305 | 0.0150011 | 0.0145
Amostra 12| 0.097719 | 0.0455567 | 0.0327398 | 0.0300943 | 0.0288836 | 0.027571 | 0.0276496 | 0.0273693 | 0.0269897 | 0.0269276 | 0.02713 | 0.027
Amostra 13| 0.0593603 | 0.0327847 | 0.0275116 | 0.026311 | 0.0260655 | 0.0261444 | 0.0257139 | 0.0256302 | 0.0254529 | 0.0256169 | 0.0261073 | 0.0254
Amostra 14/ -1 0.0539767 | 0.0322327 | 0.0281756 | 0.0277546 | 0.0278217 | 0.0280998 | 0.0279967 | 0.0279605 | 0.0280146 | 0.0278654 | 0.0280823 | 0.0279
Amostra 15/ 1 0.0694138 | 0.0378157 | 0.03045 | 0.0292115 | 0.0286007 | 0.0281504 | 0.0283113 | 0.0277973 | 0.0274805 | 0.0277514 | 0.0275085 | 0.0272
Amostra 16 -1 0.151219 | 0.0550905 | 0.016256 | 0.0041638 |-0.0037584| 0.00363 | 0.0054868 | 0.0032956 | 0.0048598 | 0.0050261 | 0.0089208 | 0.0154

Figura 6. Organizagao dos dados espectrais em

Utilizando os espectros no dominio de
frequéncia, com correc¢do de fase e linha base
em zero, é desejavel organizar os espectros
em uma matriz de dados de acordo com a
Figura 6 para realizar os calculos
multivariados. Contudo, pode ocorrer uma

uma matriz X de dados

série de problemas que inviabilizam ou
atrapalham os calculos multivariados de
reconhecimentos de padrdes:

Os espectros de RMN de 'H podem
apresentar sinais de ruido, sinais indesejados
ou sinais de solventes;

Rev. Virtual Quim. |Vol 6] |No.2| |396-415|
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e A intensidade dos sinais entre duas
amostras pode diferir devido a diferengas de
concentragao;

e Pequenas variagdes nos
deslocamentos quimicos devido a diferencgas
na temperatura de aquisicao do espectro, pH
das solugdes e forga ionica.

A identificacdo de sinais indesejaveis e
ruido para posterior retirada pode ser
realizada por deconvolugao. Na
deconvolucao de espectros de RMN ocorre a

Espectro

B A WO W N g .
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identificacdo dos sinais pelo formato do
espectro, isto é realizado pelo
reconhecimento de curvas provenientes de
equagdes Lorentzianas ou Gaussianas.”’ Na
Figura 7, a curva em vermelho representa o
espectro de RMN de 'H original, a cor azul
representa os sinais deconvoluidos e o sinal
na cor preta representa o ruido, A soma dos
sinais deconvoluidos e do ruido compde o
espectro original. Os programas o Top Spin®
e o MestReNova® apresentam a ferramenta
de deconvolugdo.

Sinais deconvoluidos

Figura 7. Exemplo de espectro de RMN deconvoluido

Para resolver o problema de diferentes
alturas de sinais nos espectros obtidos devido
as diferencas de concentragcbes entre as
amostras, basta dividir todos os dados por
uma darea ou altura de sinal do espectro; este
processo é denominado normalizacdo. A
Figura 8A apresenta trés espectros de
amostras com concentragdes diferentes e a
Figura 8B apresenta o resultado apods
normalizacdo dos dados pela area do sinal
principal. Se o sinal principal fosse muito

variavel em relagdo aos sinais dos outros
metabdlitos, poderia ser utilizada a area total
do espectro ou a area de uma faixa do
espectro. Esta possibilidade de tratamento é
comum nos programas avaliados, e mesmo
que ndo houvesse este recurso, a
normalizacdo poderia ser realizada em
programa de tratamento de planilhas
eletronicas, como por exemplo, Excel® ou
Origin®.

Rev. Virtual Quim. |Vol 6| |[No.2| |396-415]|
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Figura 8. Espectros ndo normalizados (A); Espectros normalizados pela area do sinal principal

O alinhamento dos espectros é uma etapa
importante para posterior organizacdo da
matriz de dados. Alguns programas
disponibilizam o alinhamento do espectro
utilizando um sinal do préprio espectro,
geralmente um sinal de solvente. Este
procedimento ndo é eficaz para os espectros
de RMN de 'H porque as varidveis
responsaveis pela variacao nos
deslocamentos quimicos ndo afetam os sinais
da mesma maneira.””> O alinhamento ideal é
realizado com um espectro considerado
como padrao em relacdao aos espectros das
outras amostras do estudo de
metaboldmica.”* O espectro padrdo deve
apresentar todos os sinais para estes
servirem como referéncia no alinhamento
dos demais espectros. Os programas

(B)

MestReNova (a partir da versdo 7.0), Vnmr)J
3.2, Automics® e Metabolomic® apresentam
esta ferramenta de alinhamento. Ha ainda
opg¢les de algoritmos de alinhamento que
nao estdo 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 numero de “pontos de folga”.
O numero de “pontos de folga” corresponde
ao maximo de pontos que o espectro a ser
alinhado ird percorrer no eixo horizontal para
encontrar a melhor correlagdo com o
espectro padrdao. O algoritmo entao testa a
melhor correlagdo entre os segmentos do
espectro padrdo e do espectro que estd
sendo alinhado.”?**

O binning ou bucketing é um tratamento

Rev. Virtual Quim. |Vol 6] |No. 2| |396-415|
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que reduz o tamanho dos dados espectrais.”
Ha varios tipos de binnings, o tipo mais
comum divide o espectro em bins
equidistantes (geralmente utiliza-se a faixa
de 0,04 ppm), calcula a 4rea de cada bin e
substitui a faixa do espectro por um ponto
(Figura 9).%* Este recurso esta disponivel no
MestReNova, Automicslg, NMR Suite 7.6 e
Metabolomic.®® A vantagem do uso deste
recurso é que na reducdo dos dados, o
problema do desalinhamento dos sinais pode
desaparecer e a desvantagem é uma possivel
perda de informacdo. O programa Automics™
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,

Baddini, A. L. Q. et al.

onde o algoritmo identifica os sinais e utiliza
faixas variaveis de bin.”

O importante na aplicacdo de qualquer
tratamento nos espectros de RMN de 'H é
observar o resultado apds a aplicacdo de
cada procedimento e se possivel testar varios
parametros diferentes, como por exemplo,
tamanhos de faixas diferentes no binning.

Todos os programas avaliados fazem a
extracdo dos dados espectrais, permitindo,
desta forma, a exportacdo dos dados de RMN
de 'H em arquivos de formatos diversos. Com
estes dados, € montada uma matriz de
acordo com a Figura 6 para posterior
importacdo por programas estatisticos de
calculos multivariados.

Figura 9. Espectro de RMN "H sem tratamento e bins equidistantes (A), resultado apds a
aplicagdo do binning (B)

3. Método dos minimos quadrados
parciais discriminante

O método dos minimos quadrados
parciais (Partial Least Squares-PLS) é um
método de regressdo em que o vetor da
funcdo-resposta Y e a matriz X sdo
decompostos em componentes principais,
também denominadas variaveis latentes:***’

X=TP' +E (Eq. 1)

Y=UC +F (Eq. 2)

Onde:

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

No PLS, os valores dos escores nas
matrizes T e U sdo modificados até que o
melhor modelo linear seja determinado entre
eles e assim, a maior covariancia entre X e Y
seja obtida. Isso é feito em uma série de
etapas e ha diversos algoritmos propostos,
dentre eles: NIPALS (Non-linear Iterative
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Partial  Least  Squares)”,  SIMPLS®
(Statistically Inspired Modification of Partial
Least Squares), Kernel,”*° wide Kernel,®
Ding & Gentleman® etc. No presente
trabalho serd apresentada uma aplicacdo do
programa The Unscrambler® 9.5 que utiliza o
algoritmo NIPALS para o cdlculo PLS.

Nos calculos PLS utilizados em
reconhecimento de padrdes, o método passa
a ser chamado de método dos minimos
quadrados parciais discriminante (Partial
Least Squares-Discriminant Analysis, PLS-DA)
e se a funcdo-resposta ndao for numérica,
como na distincdo das espécies de algas do
exemplo a seguir, o valor +1 é atribuido na
fungdo-resposta para um grupo e para outro
grupo é atribuido zero (ou outro valor, como
-1).

No PLS-DA, a interpretacdo dos graficos
de escores e pesos passa a ter importancia
maior que nos trabalhos que utilizam os
modelos PLS para previsdo, como no caso da
calibragdo multivariada. No gréfico de
escores é desejavel haver segregacdo entre
0s grupos em que se deseja discriminagdo. O
grafico de pesos apresenta o resultado mais
importante do PLS-DA, pois as variaveis que
mais contribuem para o modelo irdo
apresentar os maiores valores em maddulo.
Para os trabalhos de metabolomica com
RMN, o grafico de pesos mostra que sinais do
espectro sdo 0s responsaveis pela
discriminagdo dos grupos.

Além dos graficos de escores e pesos,
outras caracteristicas dos modelos devem ser
observadas:

e NuUmero de varidveis latentes para a
construcdo do modelo;

e  Variancia explicada em cada variavel
latente;

e  Gréfico de calibragdo que apresenta
os valores previstos pelo modelo versus os
valores reais ou experimentais. Neste grafico,
o coeficiente de determinagdo (R%) e o erro
médio quadratico de calibragdo (RMSEC)
devem ser avaliados;

e Grdfico da validagdo cruzada que
apresenta os valores previstos pelo modelo

Vo

(com a retirada de uma ou mais amostras)
versus os valores reais ou experimentais. O
coeficiente de determinagdo (Q?) e o erro
médio quadrdtico da validacdo cruzada
(RMSECV) também devem ser avaliados
neste grafico.

O RMSEC e RMSECV sdo calculados pelas
seguintes equagoes:

(Eq. 3)

RMSECV = (Ea. 4)

Onde:
yi representa o valor previsto pelo modelo;

y'; representa o valor previsto pelo modelo
na validacdo cruzada;

y;representa o valor real;

n corresponde ao nimero de amostras.

Para ter um bom modelo PLS é desejavel
que R? e Q% sejam préximos a 1, os valores de
RMSEC e RMSECV tenham os valores mais
baixos possiveis e que se tenha alta variancia
explicada (préximo a 100 %). Contudo,
muitas vezes o modelo n3do apresenta
resultados satisfatérios devido ao excesso de
informacdo dos espectros de RMN. Nestes
casos é recomendavel realizar selegdo de
variaveis.*>**

Ha diversos métodos de selecio de
variaveis em modelos PLS que podem ser
classificados em trés categorias:

e Métodos de Filtro: utilizam os
resultados do calculo PLS sem selecdo para
identificar um subconjunto de varidveis
importantes. Os graficos de pesos ou
coeficientes de regressdo podem ser
utilizados para identificar as varidveis
importantes a serem selecionadas;**
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e Meétodos Wrapper: sao 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 evolucdo biolégica e selecdao natural de
Darwin. Os modelos matemadticos sdo os
individuos e as varidveis os genes. Os
modelos com as melhores combinacdes de
variaveis sdo selecionados para a proxima
geracdo. O “cruzamento” entre os modelos e
a mutacgdo ocorre diversas vezes e ao fim do
processo obtém-se um modelo mais ajustado
a fungdo-resposta.*

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

Um método de filtro, selecionando as
variaveis importantes pelo grafico de
coeficientes de regressdo no programa The
Unscrambler® 9.5, foi utilizado neste
trabalho.

4. Exemplo de aplicagao: Selegao
dos sinais representativos nos
espectros de RMN de 'H para
diferenciagao 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 maceracdo estatica em
acetona e secagem a pressdo reduzida a 40
OC.Q

Para as analises por RMN de 'H cerca de
10 mg de extrato bruto foram dissolvidos em
500 pl de cloroférmio deuterado. As analises
foram feitas em um espectrOmetro Varian

Baddini, A. L. Q. et al.

Unity Plus 300 e o tetrametilsilano (TMS) foi
usado como padrdo interno para a referéncia
de deslocamento quimico (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
deconvolugdo dos sinais e o alinhamento
pelo espectro padrao.

A obteng¢do dos modelos PLS-DA foi feito
no programa The Unscrambler® 9.5.

4.2. Resultados e discussao

4.2.1. Avaliagdo dos espectros de RMN *H
e tratamento de dados

Os extratos brutos das algas das espécies

D. ciliolata e D. crenulata obtidos
empregando solventes apolares, contém
9,10,35-37

acidos graxos, diterpenos e esterdis.
Um espectro de RMN de *H tipico para estes
extratos esta apresentado na Figura 10A. Sdo
observados muitos sinais na regido de 0,5 a
3,0 ppm devido aos hidrogénios das metilas
dos diterpenos e apresenta o sinal intenso
em 1,25 ppm que corresponde aos
hidrogénios dos acidos graxos.

Através da comparagdo dos resultados
obtidos do binning com o espectro original
(Figura 10A) pobde-se escolher a faixa do
binning utilizada. A faixa usualmente
escolhida é a de 0,04 ppm, mas foi observada
perda de informagdo (Figura 10B). Ja com a
aplicagdo do binning com a faixa de 0,004
ppm (Figura 10C) n3do foi observada mudanga
significativa em relagdo ao espectro original.
N3o ha problema em utilizar uma faixa de bin
tdo estreita porque foi realizado alinhamento
por um espectro padrdo e selecao de
variaveis na obtencdo do modelo PLS-DA.

Os acidos graxos ndo permitem a
discriminacdo das espécies de algas do
género Dictyota. *'****" Deste modo, o sinal
correspondente a estas substdncias foi
alinhado em 1,250 ppm usando o sinal do
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TMS como referéncia. Tanto o sinal dos 10D apresenta o resultado referente a
acidos graxos obtido apds alinhamento, retirada dos sinais apdés deconvolucdo e
quanto aqueles considerados como ruido, binning com faixa de 0,004 ppm. A Figura 11
foram retirados apds deconvolugdo. A  resume as etapas utilizadas no
deconvolugdo foi realizada empregando o processamento de dados neste trabalho.
modo sintético do MestReNova® 8.0. A Figura
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H de uma das amostras de Dictyota ciliolata(A); Espectro
com aplicagdo de binning utilizando a faixa de 0,04 ppm (B); Espectro com aplicagédo de binning
utilizando a faixa de 0,004 ppm (C); Espectro com aplicagdo de binning (faixa de 0,004 ppm) e
retirada de ruido e sinal em 1,250 ppm apds deconvolugdo (D)
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Alinhamento do espectro pelo sinal do TMS

|

Deconvolucao

|

Retirada de ruidos e do sinal em 1,25 ppm

|

Normalizacao do espectro pela areade 0,5 a 3,0 ppm

|

Alinhamento pelo espectro padrao

|

Binning utilizando faixa de 0,004 ppm

|

Normalizagao do espectro pela dreade 0,5 a 3,0 ppm

|

Exportagao dos espectros no formato ASC I

Figura 11. Etapas de tratamento dos espectros
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Embora o alinhamento pelo sinal de
referéncia do TMS tenha sido eficaz para
identificar o sinal referente a acidos graxos,
este tipo de alinhamento ndo foi eficaz para
os demais sinais do espectro, os quais foram
corretamente alinhados através do espectro
padrao.

A escolha do espetro padrdo de cada
espécie foi realizada pela presenca dos sinais
dos produtos majoritarios. Entretanto, como
estes espectros foram obtidos de extratos
brutos, eles apresentam sinais de outras
substancias. Os produtos majoritarios da D.
ciliolata e D. crenulata sao respectivamente o
acetato de dictyol B e o 4B-acetoxydictyodial
A’ cujas estruturas moleculares sdo

representadas na Figura 12.

As Figuras 13A e 13B apresentam os
espectros padrdao da D. ciliolata e D.
crenulata respectivamente, onde alguns
deslocamentos quimicos dos produtos
majoritarios foram destacados. *%°

A Figura 13C apresenta todos os espectros
utilizados no trabalho apds os tratamentos
mencionados acima. Grande semelhanca
entre os dois grupos de espectros é
observada na  Figura, mostrando a
necessidade da aplicagdo de um método de
reconhecimento de padrdes para destacar
quais os deslocamentos quimicos sdo
relevantes nos espectros de RMN de 'H de
cada espécie.

Acetato de dictyol B

4B-acetoxydictyodial A

Figura 12. Produtos majoritarios das espécies D. ciliolata e D. Crenulata
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A normalizagdo dos espectros foi realizada
usando o valor da drea da regido espectral de
0,5 a 3,0 ppm por apresentar maior
importancia em termos de quantidade de
sinais. Esta etapa foi realizada antes do

Vq

alinhamento pelo espectro padrdo para que
os espectros tivessem sinais com valores
semelhantes para serem alinhados e foi
realizada apds o binning, pois nesta etapa
ocorre alteracdo na intensidade dos sinais.
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Figura 13. Espectro padrdo da espécie D. ciliolata com alguns sinais destacados referentes
ao acetato de dictyol B*® (A); Espectro padrdo da espécie D. crenulata com alguns sinais
destacados referentes ao 4B-acetoxydictyodial A* (B); Espectros de D. ciliolata e D. crenulata
apds tratamentos dos espectros de RMN de *H (C)
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4.2.2. Obtencgdo e avaliacGo do modelo
PLS-DA

Devido a natureza do problema estudado,
a fungdo-resposta atribuida a espécie Dicyota
ciliolata foi +1 e a espécie D. crenulata foi -1.
As regides de -0,1 a 0,1 ppm e 7,24 a 7,26
ppm foram excluidas dos cdlculos porque
correspondem aos sinais do TMS e
cloroférmio, respectivamente.

O melhor modelo de PLS-DA para
diferenciacdo das espécies D. ciliolata e D.
crenulata foi obtido com os dados centrados
na média e selecdo de 110 varidveis originais
pelo grafico de coeficiente de regressao. Este
modelo com trés varidveis latentes explica

Baddini, A. L. Q. et al.

86,3 % da variancia de X.

Os graficos de calibragdo com a previsao
do modelo sem a retirada de amostras e com
a validagdo cruzada do tipo “leave one out”
mostram boa correlagdio apresentando
respectivamente R’ igual a 0,964 e Q’ igual a
0,850 (Figuras 14A e 14B). As Figuras 14A e
14B apresentam respectivamente o RMSEC e
RMSECV obtidos. O grafico 2D de escores
(Figura 14C) apresenta segregacao entre as
espécies. O grafico de pesos da VL1 da Figura
14D mostra que 0s picos mais importantes
para D. ciliolata ocorrem em & 0,880, 6 1,300,
61,936 e 6 2,344 e para D. crenulata os sinais
importantes ocorrem em 6 2,032; 6§ 0,936 e 6
1,616.
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Figura 14. Grafico de calibragdo (A); grafico de validagdo cruzada do tipo “leave one out” (B);
grafico de escores de VL2 X VL1(C); grafico de pesos em VL1 (D)
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Os resultados para D. crenulata
confirmam que o 4B-acetoxydictyodial A é a
substancia importante para diferenciacdo
desta espécie em relacdo a D. ciliolata. Os
sinais 6 2,03, 6 0,936 e 1,616 correspondem
respectivamente aos hidrogénios dos
carbonos 20,21 e 5.%

Por outro lado, os resultados para D.
ciliolata mostraram que a informacdo
relevante para diferenciacdo desta espécie
estd em sinais dos hidrogénios do esqueleto
guaiano prenilado, esqueleto do diterpeno
majoritario acetato de dictyol B e de outros
diterpenos presentes na amostra. Os sinais &

HO

Fucosterol

R: HTZMB(ZQ

5. Conclusoes

Os trabalhos de metaboldmica de RMN *H
compreendem diversas etapas, dentre as
quais os tratamentos dos espectros e os
cuidados na utilizaggo do método
quimiométrico sdo etapas imprescindiveis
para a obtencdo de resultados confiaveis.

Vo

3,444 e o) 1,300 correspondem
respectivamente aos  hidrogénios do
esqueleto guaiano prenilado 1, 19 (Figura
15).® Outro sinal relevante ocorre em &
1,936, que corresponde aos hidrogénios de
metila do grupamento acetato.”® Ha ainda
outro sinal importante para diferenciacdo de
D. ciliolata que é o sinal em & 0,880, este
corresponde a hidrogénios de esterdis. Os
esterdis abundantes nestas algas sdo o
fucosterol e o isofucosterol cujas estruturas
moleculares estdo apresentadas na Figura 15.
O sinal em &6 0,880 corresponde aos
hidrogénios do carbono 27 destes esterdis.*

Isofucosterol

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

No trabalho foi apresentada uma
aplicacdo de metabol6mica baseada em RMN
'H e PLS-DA para diferenciagdo entre Dictyota
ciliolata e a D. crenulata. O modelo obtido
mostrou que na D. ciliolata os sinais mais
importantes sdo os referentes aos esterois (&
0,880) e aos guaianos prenilados (6 1,300; &
1,936; & 2,344) por apresentarem maior
abundancia nos espectros. Na D. crenulata a
diferenciacdo pode ser feita pelos sinais do
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diterpeno acetilado (6 2,032; & 0,936; &
1,260), que é o seu produto majoritdrio.

Referéncias Bibliograficas

! Nicholson, J.K.; Lindon, J. C.; Holmes, E.
'Metabonomics': understanding the
metabolic responses of living systems to
pathophysiological stimuli via multivariate
statistical analysis of biological NMR
spectroscopic data. Xenobiotica 1999, 29,
1181. [CrossRef] [PubMed]

2 Oliver, S. G.; Winson, M. K.; Kell, D. B.;
Baganz, F. Systematic functional analysis of
the yeast genome. Trends in Biotechnology
1998, 16, 373. [CrossRef]

®Dunn, W.B.; Goodacre, R.; Neyses, L.;
Mamas, M. Integration of metabolomics in
heart disease and diabetes research: current
achievements and future outlook. Bioanalysis
2011, 3, 2205. [CrossRef] [PubMed]

4 Smolinskaa, A.; Blancheta, L.; Buydensa,
L.M.C.; Wijmengaa, S. S. NMR and pattern
recognition methods in metabolomics: from
data acquisition to biomarker discovery: a
review. Analytica Chimica Acta 2012, 750, 82.
[CrossRef] [PubMed]

® Tronholm, A.; Afonso-Carrillo, J.; Sanson,
M.; Leliaert, F.; Ferndandez-Garcia, C.; De
Clerck, O. Taxonomy of the Dictyota ciliolata—
crenulata complex (Dictyotales,
Phaeophyceae) Phycologia 2013, 52, 171.
[CrossRef]

®De Paula, J. C;
Universidade Federal
Brasil, 2007.

! Horta, P.A.; Tese de  Doutorado,
Universidade de Sdo Paulo, Brasil, 2000.
8Crispino, L. M. B.; Tese de Mestrado,
Universidade Estadual Paulista, Brasil, 2000.
9Wysor, B.; De Clerk, O. An Updated and
Annotated List of Marine Brown Algae
(Phaeophyceae) of the Caribbean Coast of
the Republic of Panama. Botanica Marinha
2003, 46, 151. [CrossRef]

10 De-Paula, J. C.; Bueno, L.B.; Cavalcanti,
D.N.; Yoneshigue-Valentin, Y.; Teixeira, V. L.
Diterpenes from the Brown Alga Dictyota

Tese de Doutorado,
do Rio de Janeiro,

Baddini, A. L. Q. et al.

crenulata. Molecules 1253.
[CrossRef] [PubMed]

" pinto, A. M. V.; Leite, J. P. G.; Ferreira, W.
J.; Cavalcanti, D. N.; Villaga, R. C.; Giongo, V.;
Teixeira, V. L.; Paixdo, I. C. N. P. Marine
natural seaweed products as potential
antiviral drugs against Bovine viral diarrhea
virus. Revista Brasileira de Farmacognosia

2012, 22, 813. [CrossRef]

2008, 13,

12 Pereira, H. S.; Ledo-Ferreira, L. R,
Moussatché, N.; Teixeira, V. L.; Cavalcanti, D.
N.; da Costa, L. J.; Diaz, R.; Frugulhetti, I. C. P.
P. Antiviral activity of diterpenes isolated
from the Brazilian marine alga Dictyota
menstrualis against human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1).
Antiviral Research 2004, 64, 69. [CrossRef]
[PubMed]

13 Pereira, H. S.; Ledo-Ferreira, L. R,
Moussatché, N.; Teixeira, V. L.; Cavalcanti, D.
N.; Costa, L. J.; Diaz, R.; Frugulhetti, I. C. P. P.
Effects of Diterpenes Isolated from the
Brazilian Marine Alga Dictyota menstrualis on
HIV-1 Reverse Transcriptase. Planta Medica
2005, 71, 1019. [CrossRef] [PubMed]

1 Abrantes, J. L.; Barbosa, J.; Cavalcanti, D.
N.; Pereira, R. C.; Fontes, C. L. F.; Teixeira, V.
L.; Souza, T. L. M.; Paixdo, I. C. P. The Effects
of the Diterpenes Isolated from the Brazilian
Brown Algae Dictyota pfaffii and Dictyota
menstrualis against the Herpes Simplex Type-
1 Replicative Cycle. Planta Medica 2010, 76,
339. [CrossRef] [PubMed]

15 Barbosa, J. P.; Pereira, R. C.; Abrantes, J. L.;
Cirne-Santos, C. C.; Rebello. M. A;
Frugulhetti, I. C. P. P.; Teixeira, V. L. In vitro
Antiviral Diterpenes from the Brazilian Brown
Alga Dictyota pfaffii. Planta Medica 2004, 70,
856. [CrossRef] [PubMed]

16 Cirne-Santos, C. C.; Teixeira, V. L.; Castello-
Branco, L. R.; Frugulhetti, I. C. P. P.; Bou-
Habib, D. C. Inhibition of HIV-1 Replication in
Human Primary Cells by a Dolabellane
Diterpene Isolated from the Marine Algae
Dictyota pfaffii. Planta Medica 2006, 72, 295.
[CrossRef] [PubMed]

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


http://dx.doi.org/10.1080/004982599238047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10598751
http://dx.doi.org/10.1016/S0167-7799(98)01214-1
http://dx.doi.org/10.4155/bio.11.223
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%2021985415
http://dx.doi.org/10.1016/j.aca.2012.05.049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%2023062430
http://dx.doi.org/10.2216/12-005.1
http://dx.doi.org/10.1515/BOT.2003.016
http://dx.doi.org/10.3390/molecules13061253
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18596652
http://dx.doi.org/10.1590/S0102-695X2012005000060
http://dx.doi.org/10.1016/j.antiviral.2004.06.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15451181
http://dx.doi.org/10.1055/s-2005-873113
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16320202
http://dx.doi.org/10.1055/s-0029-1186144
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19764012
http://dx.doi.org/10.1055/s-2004-827235
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15503355
http://dx.doi.org/10.1055/s-2005-916209
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16557468

Baddini, A. L. Q. et al.

o Cirne-Santos, C. C.; Souza, T. M. L; Teixeira,
V. L.; Fontes, C. F. L.; Rebello, M. A.; Castello-
Branco, L. R. R.; Abreu, C. M.; Tanuri, A,;
Frugulhetti, I. C. P. P.; Bou-Habib, D. C. The
dolabellane diterpene Dolabelladienetriol is a
typical noncompetitive inhibitor of HIV-1
reverse transcriptase enzyme. Antiviral
Research 2008, 77, 64. [CrossRef] [PubMed]

18 Garrido, V.; Teixeira, G. A. P. B.; Teixeira, V.
L.; Ocampo, P.; Ferreira, W. J.; Cavalcanti, D.
N.; Campos, S. M. N.; Pedruzzi, M. M. B,;
Olaya, P.; Cirne-Santos, C. C.; Giongo, V.
Paixao, I. C. P. Evaluation of the acute toxicity
of dolabelladienotriol, a potential antiviral
from the brown alga Dictyota pfaffii, in
BALB/c  mice. Revista Brasileira de
Farmacognosia 2011, 21, 209. [CrossRef]

Y Wang, T.; Shao, K.; Chu, Q.; Ren, Y.; Mu, Y.;
Qu, L.; He, J.; Jin, C.; Xia, B. Automics: an
integrated platform  for = NMR-based
metabonomics spectral processing and data
analysis. BMC Bioinformatics 2009, 10, 83.
[CrossRef] [PubMed]

20 lzquierdo-Garcia, J. L.; Rodriguez, |,
Kyriazis, A.; Villa, P.; Barreiro, P.; Desco, M.;
Ruiz-Cabello, J. A novel R-package graphic
user interface for the analysis of
metabonomic profiles. BMC Bioinformatics
2009, 10, 363. [CrossRef] [PubMed]

2L Sitio do Mestrelab Research. Disponivel
em: <http://mestrelab.com/> Acesso em 23
de Julho de 2013.

2 lzquierdo-Garcia, J. L.; Villa, P.; Kyriazis, A,;
Del Puerto-Nevado, L.; Pérez-Rial, S.;
Rodriguez, |.; Hernandez, N.; Ruiz-Cabello, J.
Descriptive review of current NMR-based
metabolomic  data analysis  packages.
Progress in Nuclear Magnetic Resonance
Spectroscopy 2011, 59, 263. [CrossRef]
[PubMed]

z Nielsen, N. P. V.; Carstensen , J. M.;
Smedsgaard J. Aligning of single and multiple
wavelength chromatographic profiles for
chemometric data analysis using correlation
optimised warping Journal of
Chromatography A 1998, 805, 17. [CrossRef]
24 Tomasi, G.; Van Den Berg, F.; Andersson, C.
Correlation optimized warping and dynamic
time warping as preprocessing methods for

Vo

chromatographic data. Journal of
Chemometrics 2004, 18, 231. [CrossRef]

% De Meyer, T.; Sinnaeve, D.; Van Gasse, B.;
Tsiporkova, E.; Rietzschel, E. R.; De Buyzere,
M. L.; Gillebert, T. C.; Bekaert, S.; Martins, J.
C; Van Criekinge, @W. NMR-Based
Characterization of Metabolic Alterations in
Hypertension Using an Adaptive, Intelligent
Binning Algorithm. Analytical Chemistry 2008,
80, 3783. [CrossRef] [PubMed]

%6 Worley, B.; Power, R. Multivariate Analysis
in  Metabolomics. Current Metabolomics
2013, 1, 92. [CrossRef]

27 Geladi, P.; Kowalski, B. R. Partial least-
squares regression: a tutorial. Analytica
Chimica Acta 1986, 185, 1. [CrossRef]

8 De Jong, S. SIMPLS: An alternative
approach to partial least squares regression.
Chemometrics and Intelligent Laboratory
Systems 1993, 18, 251. [CrossRef

%9 De Jong, S.; Ter Braak, J. F. C. Comments on
the PLS kernel algorithm. Journal of
Chemometrics 1994, 8, 169. [CrossRef]

0 payal, B. S. Improved PLS algorithms
Journal of Chemometrics. 1994, 11, 73.
[CrossRef]

' Rannar, S.; Geladi, P.; Wold, S. A PLS
kernel algorithm for data sets with many
variables and fewer objects. Part 1: Theory
and algorithm. Journal of Chemometrics
1994, 8, 111. [CrossRef]

%2 Ding, B.; Gentleman, R. Classification Using
Generalized Partial Least Squares. Journal of
Computational and Graphical Statistics 2005,
14, 280. [CrossRef]

= Saeys, Y.; Inza, |.; Larraiaga, P. A review of
feature selection techniques in
bioinformatics Bioinformatics 2007, 23, 2507.
[CrossRef] [PubMed]

3 Mehmood, T.; Liland, K.H.; Snipen, L,;
Sabg, S. A review of variable selection
methods in Partial Least Squares Regression.
Chemometrics and |Intelligent Laboratory
Systems 2012, 118, 62. [CrossRef]

% Cronin, G.; Lindquist, N.; Hay, M.E.; Fenical,
W. Effects of storage and extraction
procedures on yields of lipophilic metabolites
from the brown seaweeds Dictyota ciliolata
and D. menstrualis. Marine Ecology Progress
Series 1995, 119, 265. [CrossRef]

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


http://dx.doi.org/10.1016/j.antiviral.2007.08.006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17888523
http://dx.doi.org/10.1590/S0102-695X2011005000053
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2105-10-83
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19291281
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2105-10-363
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19874601
http://mestrelab.com/
http://dx.doi.org/10.1016/j.pnmrs.2011.02.001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21920221
http://dx.doi.org/10.1016/S0021-9673(98)00021-1
http://dx.doi.org/10.1002/cem.859
http://dx.doi.org/10.1021/ac7025964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18419139
http://dx.doi.org/10.2174/2213235X11301010092
http://dx.doi.org/10.1016/0003-2670(86)80028-9
http://dx.doi.org/10.1016/0169-7439(93)85002-X
http://dx.doi.org/10.1002/cem.1180080208
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/(SICI)1099-128X(199701)11:1%3C73::AID-CEM435%3E3.0.CO;2-%23/abstract
http://dx.doi.org/10.1002/cem.1180080204
http://dx.doi.org/10.1198/106186005X47697
http://dx.doi.org/10.1093/bioinformatics/btm344
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17720704
http://dx.doi.org/10.1016/j.chemolab.2012.07.010
http://dx.doi.org/10.3354/meps119265

LVa

36 Kirkup, M. P.; Moore, R. E. Identity of
sanadaol with B-crenulal, a diterpene from
the brown alga Dictyota crenulata.
Phytichemistry 1983, 22, 2527. [CrossRef]

37 Sun, H. H.; McEnroe, F. J.; Fenical, W.
Acetoxycrenulide, a new bicyclic
cyclopropane-containing diterpenoid from
the brown seaweed Dictyota crenulata.
Journal of Organic Chemistry 1983, 48, 1903.
[CrossRef]

% Freitas, O. S. P. Tese de Doutorado,
Universidade Federal Fluminense, Brasil,
2007.

Baddini, A. L. Q. et al.

3 Siamopoulou, P.; Bimplakis, A.; Iliopoulou,
D.; Vagia, C.; Cos, P.; Berghe, D. V.; Roussis, V.
Diterpenes from the brown algae Dictyota
dichotoma and Dictyota linearis.
Phytochemistry 2004, 65, 2025. [CrossRef]
[PubMed]

40 Alarif, W. M.; Ayyad, S.N.; Al-lihaibi, S. S.
Acyclic Diterpenoid From The Red Alga
Gracilaria Foliifera. Revista Latinoamericana
de Quimica 2010 38, 52. [Link]

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


http://dx.doi.org/10.1016/0031-9422(83)80155-1
http://dx.doi.org/10.1021/jo00159a025
http://dx.doi.org/10.1016/j.phytochem.2004.06.018
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15279967
http://www.relaquim.com/archive/2010/a2010381-52-57.html

	Abstract
	Resumo
	1. Introdução
	2. Processamento dos espectros de RMN de 1H e extração dos dados
	3. Método dos mínimos quadrados parciais discriminante
	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
	5. Conclusões
	Referências Bibliográficas

