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RESUMO
OLIVEIRA, Isadora Reboucas Nolasco de, D.Sc., Universidade Federal de ,Vicosa
novembro de 2015Aplicacdo de espectroscopia de infravermelho e métodos
multivariados para avaliacdo de caracteristicas funcionais em extratos de
antocianinas Orientador: Paulo Cesar Stringheta. Coorientadores: Reinaldo Francisco
Tedfilo e Eduardo Basilio de Oliveira.
A avaliagdo dos efeitos de agucares, metais, acidos e outros antioxidantes sobre a
estimativa da capacidade antioxidaintgitro de antocianinas por diferentes técnicas e o
desenvolvimento de um método rapido para a determinacdo de antocianinas, polifendis
totais e capacidade antioxidante em extratos de repolhoBoass(ca oleracegee uva
violeta (itis labrusca, var BRS Violexdoram objetivos deste trabalho. Foram avaliados
trés métodos para estimativa da capacidade antioxigesuw@s diferentes formas de
expressar o resultado: AB¥&c (capacidade equivalente ao trolox, pelo ABTS (2,20-
azino-bis (3-etilbenzotiazolina)), DPP#c (capacidade equivalente ao trolox, pelo
DPPH (2,2-difenil-1-picryhydrazyl)), DPRddso (reducdo de 50% do radical DPPH),
DPPHsseq (porcentagem da antioxidante sequestrante, pelo DPPH), {ERAP
(capacidade equivalente ao trolox, pelo FRAP (capacidade redutora do ferro) @$oRAP
(reducédo de 50% do radical, pela capacidade redutora do ferro). Neste esdndo fo
avaliados os efeitos de frutose, glicose, acido tartarico e malico, magnésio, potassio,
cisteina, triptofano, tirosina, acido ascérbico e gélico sobre a capacidade antioxidante de
antocianinas. O segundo estudo foi desenvolvido buscando a consolidacdo de um método
rapido das caracteristicas funcionais (antocianinas, polifendis e capacidade antioxidante)
dos extratos de repolho roxo e uva violeta. Foi empregado espectroscopia na regiao do
infravermelho proximo (NIR) e infravermelho médio (MID) aliados a regressao por
guadrados minimos parciais (PL&ro método de selecdo dos preditores ordenados
(OPS). Para isto, foi utilizado extratos aquosos de repolho roxo e uva violeta em
diferentes concentragdes {5100 %). Os espectros NIR foram investigados na faixa
10000 a 4000 crh empregando absorbancia e o MID na faixa 4000 acB80
empregando refletancia total atenuada (ATR). Os resultados do primeiro estudo
indicaram que a capacidade antioxidante estimadas por £2BeHFRAP:zcso foram os
gue apresentaram mais interferéncia nos resultados quando aplicados em meio contendo
acido tartarico e acido ascorbico. O método mais coerente foi 0 ARI oIS
apresentou interferéncia apenas do acido ascorbico. O acido ascorbico mostrou ser um

poderoso interferente em todos os métodos, devendo ser removido do meio antes de se



executar quantificacdes vitro de capacidade antioxidante de antocianinas. No segundo
estudo, a modelagem de predicdo rapida em extrato de repolho roxo, demostreu que o
modelos PLS-OPS apresentaram os melhores resultados na predicdo de todas as
propriedades, com coeficientes de correlacédo (r) > 0,99, relacdo de desempenho do desvio
(RPD) >5,80 e erro médio relativo (%E) < 10%. Os espectros NIR forneceram os
melhores modelos para antocianinas monomeéricas e capacidade antioxidante, pelo ABTS
e DPPH, com erro médio quadratico de previsdo (RMSEP) de 32,23, 0,21 e 0,13,
respectivamente; enquanto os espectros MID foram mais preditivos para antocianinas
totais e polifendis, apresentando RMSEP de 14,31 e 34,62, respectivamente. Por outro
lado, apesar de possuirem valores de correlagéapfre RDP elevados, os modelos PLS

para uva violeta ndo foram satisfatérios para determinar antocianinas totais e polifendis,
pois os valores de RMSEP e %E apresentam-se inadequados, mostrando que os modelos
nao apresentam uma boa previsdo. No extrato de uva violeta, ao trabalhar com valores de
DPPH entre 1,3 15,97uM trolox- mL?, o modelo do espectro MID mostrou-se adequado
para esta propriedade, apresentando %E = 5,24%, RMSEP = 0,63 e correlacéo elevada
(rp>0,99). Para todas as propriedades avaliadas no repolho roxo e para a capacidade
antioxidante (DPP1Eac) no extrato de uva violeta, o método de predi¢éo rapida mostrou-

se simples e exato para determinar tais caracteristicas funcionais destes extratos, cuja
metodologia podera ser utilizada em laboratorios de pesquisas, desenvolvimento e de

controle de qualidade nas industrias de alimentos, em universidade e centros de pesquisas.



Xi

ABSTRACT
OLIVEIRA, Isadora Reboucas Nolasco de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
November, 2015Application of infrared spectroscopy and multivariate methods for
evaluating functional characteristics of anthocyanin extractsAdviser: Paulo Cesar
StringhetaCo-advisers: Reinaldo Francisco Tedéfilo and Eduardo Basilio de Oliveira.
The assessment of the effects of sugars, metals, acids and other antioxidants on the
vitro estimated antioxidant capacity of anthocyanins by different techniques and the
development of a rapid method for the determination of anthocyanin, polyphenol and
antioxidant capacity in red cabbage extraBimg¢sica oleracepand purple grape/ftis
labruscag var BRS Violet) were objectives of this work. It was evaluated three methods
to estimate the antioxidant capacity and its different ways of expressing resultiABTS
(equivalent capacity to trolox by ABTS (2.20-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline)),
DPPHreac (equivalent capacity to trolox, by DPPH (2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl)),
DPPH:cso (50% reduction of the radical DPPH), DPRYg, (percentage of antioxidant
scavenger by DPPH) FRA®c (equivalent to the capacity trolox by FRAP (Ferric
Reducing Ability) and FRAER:s0 (50% reduction of the radical by Ferric Reducing
Ability). In this study it was assessed the effects of fructose, glucose, tartaric and malic
acid, magnesium, potassium, cysteine, tryptophan, tyrosine, ascorbic and gallic acid on
the antioxidant capacity of anthocyanins. In the second study it was developed a rapid
method for functional characteristics (anthocyanins, polyphenols and antioxidant
capacity) of red cabbage extract and purple grape. It was used infrared neaan(®lIR)
mid-infrared (MID) spectroscopy allied to partial least squares regression (PLS) and the
ordered predictors selection method (OPS). Therefore, it was used aqueous extracts of
red cabbage and purple grape at different concentrations (5 - 100%). NIR spectrum was
investigated in the range from 10000 to 4000arsing absorbance whilst MID spectrum
was investigated in the range from 4000 to 650" ersing attenuated total reflectance
(ATR). The results of the first study showed that the antioxidant capacity estimated by
DPPH:cso and FRARcso were those with more interference in the results when applied
in medium containing tartaric and ascorbic acid. On the other hand, #&RT®ethod
presented more consistency, once it had interference only with ascorbic acid. Ascorbic
acid has shown to be a powerful interferer in all methods, so that it should be removed
from the medium before carrying out the anthocyammsitro antioxidant capacity
quantification. In the second study, rapid prediction modeling for red cabbage extract
demonstrated that the PLS-OPS models showed the best results on all properties



Xii

predicting, with correlation coefficients (r) > 0.99, ratio performance deviation
(RPD) > 5.80 and mean relative error (% E) < 10%. NIR spectra have provided the best
models for monomeric anthocyanin and antioxidant capacity by ABTS and DPPH
methods, with root mean squared error of prediction (RMSEB2.23, 0.21 and 0.13,
respectively; while MID spectra were more predictive for total anthocyanins and
polyphenols, showing RMSEP 14.31 and 34.62, respectively. On the other hand, despite
having had high correlation,(and p) and RDP, PLS models for violet grapes were not
satisfactory to determine total anthocyanins and polyphenols, once they presented
inadequate RMSEP afdE. Thus these models did not predictive. For the DPPH range
concentrations from 1.3 to 15.97 pM trolox-tithe MID spectrum modelbuld predict

well this property for violet grape extract, with %E = 5.24, RMSEP = 0.63 and high
correlation (5> 0.99). For all properties evaluated in the red cabbage and for the
antioxidant capacity (DPPidac) in violet grape extract, rapid prediction method was
simple and accurate to determine such functional characteristics of these extracts, whose
methodology may be used in research laboratories, development and quality control in

food industry, university and research centers.



INTRODU CAO GERAL

Devido a grande preocupacédo com a saude, o apelo para o consumo de compostos
gue reduzem os efeitos deletérios dos radicais livres esta em ascenséao, e com isto cresce
também o numero de trabalhos que visam determinar a capacidade antioxidante de
diversas matrizes alimentares. No entanto, ndo ha consenso sobre a adequacéo e a
acuracia dos diferentes métodos de avaliaghwitro da capacidade antioxidante
antirradicalar de biomoléculas, tais como polifendis e outros metabdlitos secundarios
vegetais.

O desenvolvimento de novos métodos para avaliacdo da capacidade antioxidante
(CA) tem aumentado consideravelmente nos Ultimos anos. As técnicas utilizadas
envolvem ensaios quimicos com substratos lipidicos ou hidrofilos, ensaios enzimaticos
ou ensaios elétricos. Cada um dos métodos de determinacédo de capacidade antioxidante
apresenta um principio de acdo que engloba uma determinada classe de agentes
antioxidantes. Por isso a estrutura molecular do antioxidante em estudo deve ser
previamente conhecida para se entdo escolher um método de avaliacdo que seja
compativel. A ndo especificidade é outro inconveniente pois um método pode abranger
mais de um grupo de antioxidantes, bem como sofre influencias de outros compostos da
amostra.

Além disso, as condicbes experimentais ndo conseguem reproduzir a
complexidade das reacfes que ocorrem no organismo. Sendo assim, a determinacao da
capacidade antioxidanie vitro é apenas uma estimativa do que ocorririgivo. E
recomendavel utilizar mais de um métadovitro para avaliar a acdo antioxidante das
amostras, no entanto, ndo existe um consenso sobre qual seria a combinacdo mais
adequada para realizar esta avaliacao. Isto faz com que haja uma grande disparidade nos
resultados de estudos que empregam diferentes técnicas, dificultando a comparacéao.

E importante considerar ainda que os métodos tradicionais de determinacéo da
capacidade antioxidante e da composic¢ao bioativa s&o morosos, destrutivos e consomem
grande quantidade de reagentes quimicos, que na maioria das vezes sdo de alto custo.
Estes métodos ndo estdo em acordo com a necessidade de se obter respostas em um menc
tempo e com menor custo. Neste contexto, ha a necessidade de se desenvolver
metodologias analiticas rapidas, precisas, ndo destrutivas e que respeitem o meio

ambiente.



A espectroscopia no infravermelho somada aos tratamentos de dados usando
métodos quimiométricos vém sendo utilizados para realizar previsdes de propriedades
quimicas e fisicas de alimentos, farmacos, produtos de origem agricola e outras matrizes.
O aumento da utilizacdo da técnica de infravermelho dewgerapidez, simplicidade,
auséncia ou nao necessidade de tratamentos prévios da amostra, além do baixo custo das
andlises. O ajuste de um modelo gerado por espectros do infraveénettificavel
devido a praticidade de se obter, através de um Unico espectro, informacdes referentes as
varias analises para o qual este foi modelado.

Diante disto, é importante o estudo dos métodos de estimativa da capacidade
antioxidante de antocianinas e o de desenvolvimento de um método rapido, de baixo
custo, ndo destrutivo e ambientalmente seguro para meagracidade antioxidante e
composicao funcional de extratos de antocianinas, uma vez que estas caracteristicas sdo
fundamentais para mostrar a importancia destes compostos fendlicos como um corante
natural e como um bioativo com possiveis alegacbes de funcionalidades quando
adicionadas em alimentos processados.

OBJETIVOS

Objetivos gerais

— Investigar, dentre os métodos comumente utilizados de determinacdo da
capacidade antioxidania vitro (ABTS, DPPH e FRAP), qual o método e forma de
expressao de resultado é mais coerente para amostras fontes de antocianinas.

— Desenvolvimento de método de andlise rapida para predizer a capacidade
antioxidante, quantificacdo de antocianinas e fendlicos totais usando espectroscopia do

infravermelho préximo (NIR) e médio (MID), aplicando métodos quimiométricos.

Objetivos especificos

— Verificar a variabilidade de resultados e o efeito de interferentes (frutose,
glicose, acido tartarico e malico, magnésio, potassio, cisteina, triptofano, tirosina, acido
ascorbico e galico) sobre métodos classicos de avaliecaadtro da capacidade
antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP).

— Estudar as diferentes formas de expressao dos resultadosiéiodos
classicos de avaliacgéio vitro da capacidade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP).

o Capacidade equivalente ao trolox (TEAC)



o Porcentagem sequestrante (%seq)
o Reducéo de 50% do radical: (EC50)

— Definir o0 método e a forma de expressdo do resultado da capacidade
antioxidanteé mais adequado para amostras de antocianinas.

— Determinar a concentragdo de antocianinas totais, compostos ferelicos
capacidade antioxidante dos extratos das potenciais fontes comerciais de antocianinas
(uva e repolho roxo).

— Construir modelos de calibragcdo multivariada usando métodos
quimiométricos relacionando os espectros NIR ou MID as propriedades quimicas

(antocianinas totais, compostos fendlicos e capacidade antioyidante



REFERENCIAL TEORICO

1 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

O termo radical livre é frequentemente usado para designar qualquer espécie
guimica contendo um ou mais elétrons desemparelhados na camada de valéncia, o que a
torna altamente reativa, capaz de sofrer reducdo com qualquer composto que esteja
proximo e, desse modo, € um oxidante (Hallieekl, 1995).

Antioxidantes sdo compostos que previnem a formacgéo ou evitam a propagacgao
de radicais livres, interrompendo a cadeia de reacdes, pois reagem com tais espécies nas
etapas iniciais formando intermediarios estaveis (Valenzuela, Nieto e Uauy, 1993).

Muitas reacg@es biolégicas naturais e indispensaveis sao de oxidacdo (producéo de
energia, metabolismos de glicose e acidos graxos, fosforilacdo oxidava, etc.)etAlves
al., 2010), porém a oxidacdo excessiva de compostos pode gerar danos as células. Isso
pode acarretar problemas tecnoldgicos ou biologicos, dependendo do contexto. Assim,
existem situacées em que substancias com capacidade antioxidante podem ser utilizadas
para desacelerar ou inibir reacfes de oxidacéo indesejaveis.

A capacidade antioxidante de um composto refere-se a sua capacidade de inibir a
degradacdo oxidativa. Pode ser avaliada medindo-se o potencial antioxidante, que é
influenciado pelas propriedades quimicas dos constituintes e, ainda, pela atividade
biolégica (Santost al, 2007).

A definicdo mais ampla de antioxidante ¢ “substancias que, presentes em
concentracdes baixas comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou
inibem a oxidacao do substrat@®ies, 1993). Existe também a definicdo de antioxidante
alimentar, de acordo com a US NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES (200&)mo
sendo toda substancia na dieta capaz de reduzir significativamente os efeitos adversos
produzidos por espécies reativas, como aquelas de oxigénio e nitrogénio, e que possuem
fungdo normal no orgam®n’. Esses efeitos adversos podem ser tanto tecnoldgicos
(referentes a qualidade e conservacéo dos produtos), quanto bioldgicos (efeito fisioldgico
indesejavel ao usuario do produto).

O desempenho dos antioxidantaesvivo depende principalmente dos tipos de
radicais livres formados, de onde e como séo gerados e das doses ideais para a protecao.
Assim, é possivel que um antioxidante atue de forma eficaz em determinado sistema, mas

nao o0 seja ou mesmo potencialize efeitos da oxidagdo em outros sistemas ou tecidos



(Halliwell et al, 1995). Com isso se faz importante conhecer a acao especifica dos
antioxidantes, bem como mecanismos de acao e a sua relagdo com a estrutura quimica,
em um meio com caracteristicas fisico-quimicas bem definidas (pH, potencial redox,

forca idnica, etc.).

1.1 Moléculas bioativas com capacidade antioxidante

O organismo humano é provido de um sistema de defesa efetivo, capaz de
produzir substancias (antioxidantes enddgenos), que inibem a formacao e propagacéo dos
radicais livres. Estas substancias antioxidantes incluem vérias enzimas (superoxido
dismutase, catalase, glutationa-peroxidase, etc.) e outras moléculas de alto e baixo peso
molecular (glutationa, acido urico, gtaur e Kapoor, 2001). A acdo dos antioxidantes
endoégenos, pode ser potencializada com os consumidos na dieta (antioxidantes
exdgenos), que incluem &cido ascorbico (vitamina C), vitamina E (tocoferois), vitamina
A, carotenoides e compostos fenélicos. Entre os antioxidantes presentes em alimentos de
origem vegetal, os mais ativos e abundantes sdo os compostos fendlicos, tais como os
acidos fendlicos e flavonoides (Soares, 2002).

A ingestdo regular de compostos fendlicos em geral e de antocianinas, em
especifico, correlaciona-se com uma reducédo da probabilidade de incidéncia de doencas
cardiovasculares (Formica e Regelson, 1995; Kraegat, 2014; Yamagata, Tagami e
Yamori, 2015). Os compostos fendlicos inibem processos de inflamacéo vascular que
contribuem para o aparecimento de doengas cardiovasculares. Diversos flavonoides
atuam inibindo enzimas catalisadoras de substancias que desencadeiam reacdes

inflamatadrias, a exemplo das enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases (Lajolo, 2002).

1.2 Métodos de avaliagido “in vitro” da capacidade antioxidante
Existem diversos métodos para avaliar a capacidade antioximanteo de

substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos simples com
substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas
instrumentais (Sanchez-Moreno, 2002). Devido aos diferentes tipos de radicais livres e
as suas diferentes formas de atuacdo nos organismos vivos, dificilmente existira um
meétodo laboratorial simples e universal pelo qual a capacidade antioxidante possa ser
medida com exatidao e precisdo. Para se ter uma avaliacdo mais exata da capacidade
antioxidante de uma determinada substancia, € necessario saber quais tipos de radicais

sao gerados, como e onde s&o gerados e a extensdo do dano causadbdlAl26%0).



Existem diversos métodos para avaliaicédtro da capacidade antioxidante total
propostos na literatura, porém, alguns sdo mais apropriados que outros, em casos
especificos, dependendo da natureza dos compostos presentes na constituicdo de cade
amostra. Deste modo, existem métodos para amostras ricas em compostos hidrofilicos e
meétodos para amostras ricas em compostos lipofilicos. Uma das maiores dificuldades na
comparacao de resultados € a falta de padronizacdo dos métodos usados, bem como na
apresentacao e/ou expresséao dos resultados.

Aléem da especificidade que os meétodos para determinacdo da capacidade
apresentam, existe ainda a possibilidade de estarem sujeitos a interferéncias. Por isso,
atualmente, preconiza-se a utilizacdo de duas ou mais técnicas, jA que nenhum ensaio
isoladamente ira refletir de forma absoluta e objetiva a “capacidade antioxidante total” de
uma amostra (Huang, Ou e Prior, 2005; Prior, Wu e Schaich, 2005).

A busca por testes mais rapidos e eficientes tem gerado novas variantes de
métodos tradicionais para avaliar a atividade de antioxidantes naturais, pelo uso de
diferentes sistemas geradores de radicais livres (&lvals 2010).

Dentre os métodos mais utilizados para determinacdo da capacidade antioxidante
em alimentos estdo: 2,2-difenil-1-picril hidrazina (DPPH), Poder Antioxidante de
Reducao do Ferro (FRAP), Capacidade de Absorcao de Radicais de Oxigénio (ORAC),
Sistemag-caroteno/acido linoléico e d,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado
(ABTS). Os métodos que serdo empregados neste trabalho estdo descritos nas secdes

seguintes.

1.2.1 ABTS

O ensaio da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) foi relatado
primeiramente por Milleet al, (1993), em que o radical ABTSfoi gerado através da
reacao entre mioglobina e o ABTS, sendo a amostra em teste adicionada ao meio antes
da geracéo total do radical. Este procedimento poderia levar a uma subavaliacdo, pois
alguns antioxidantes presentes na amostra teste (0s que reagem mais rapidamente)
também poderiam contribuir para a reducao do radicaé{Rk 1999). Posteriormente
este método foi melhorado de modo que o radical fosse formado por reagéo quimica com
persulfato de potassio antes da adicdo da amostra t¢Rmdaal, 1999). O ABTS'
pode ser gerado apGs uma reagao eletroquimica, enzimatica ou quimica, podendo ser com

persulfato de potassio (Figura 1) ou didéxido de manganés (Kuskaski2005).
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Figura 1- Estabilizacdo do radical ABTSpor um antioxidante e sua formacao pela

reacao com persulfato de potassio.
FONTE: (Rufino et al., 2007a)

O radical catiénico ABTS (de cor esverdeada) quando em um meio contendo
antioxidantes (Figura 1), sofre decréscimo na absorbancia, o que permite avaliar a
capacidade antioxidante (Pérez-Jiménez e Saura-Calixto, 2006).

O ensaio avalia fotometricamente o decréscimo da absorbancia do catioh ABTS
ao ser capturado pelas substancias antioxidantes presentes na amostra, comparando con
a de um antioxidante sintético padrdo acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetra metil
cromano (Trolox), um analogo hidrossoluvel da vitamina E. A atividade dos compostos
€ expressa em valores de TEAC, que é definido como a concentracdo equivalente de
trolox por grama de amostra. Outros antioxidantes também podem ser utilizados como
padrdo em substituicdo ao Trolox (Figura 2a), a exemplo da vitamina C (Figura 2b), sendo
o resultado expresso como VCEAC (Kuskastkal., 2005).

HO H
HO 0 ik

HO £ 05 -0

OH
8]
HO OH
a b
TROLOX (&cido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetra meti Acido ascérbico (Vitamina C)
cromano)

Figura 2 — Antioxidantes utilizados como padrao pelo método ABTS.

Com o ABTS pode-se medir a atividade de compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica. O radical ABTS apresenta picos de absorbancia a 414, 654, 734 e 815 nm, em
meio alcodlico, representando vantagem ao se utilizar o comprimento de onda que
apresenta menor interferéncia. O pico maximo e o comumente utilizado no

monitoramento da absorbancia € o 734 nmeRd, 1999).

1.2.2 DPPH
De acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), o método do radical

lipossoluvel DPPF, € baseado na inativacdo ou estabilizacdo desse radical por



antioxidantes, o qual produz um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Este método foi
modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-calixto, (1998) ao medir 0s
parametros cinéticos que envolve a reacdo do DEéMd os antioxidantes presentes na
amostra.

A reacao do DPPH com um antioxidante (AH) ou um radial livie(fRgura 3),
promove um decaimento de absorbancia, e o DPPH é reduzido, modificando a coloracéo
inicial violeta-escuro para violeta-claro, sendo possivel monitora-la pela leitura da
absorbancia a 515 nm. A partir da reducédo da absorbancia, determina-se a capacidade

antioxidante.

O,N O,N
R
N—N NO, + R: —= N—N NO,
T on G o
Cor: Violeta-escuro Cor: Violeta-claro

Figura 3- Estabilizac&o do radical livre DPPH.
FONTE: (Rufinoet al, 2007b)

Na literatura sédo relatadas diferentes formas de expressar o resultado. A
porcentagem de capacidade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a
porcentagem de DPPlkemanescente no meio reacional, em um determinado tempo é
obtida pela Equacdo 1 (Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995; Sanchez-Moreno,

Larrauri e Saura-calixto, 1998).

Eqg.:1

oy f
%sequestrate = {1 — w} x100

(DPPH")°
em que: (DPPH°: Absorbancia inicial; (DPPWH: Absorbancia final
Outra forma de expressar o resultado consiste em realizar diferentes diluicdes do
composto em teste, obter um curva de decaimento da absorbancia e calcular pela equacao
linear o valor de EC50 (concentracdo em que ocorre reducdo de 50% da absorbancia
inicial) (Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995; Chen, Bertin e Froldi, 2013). Os
resultados também podem ser expressos em TEAC, de modo semelhante ao que foi
relatado para o radical ABTS O resultado em TEAC expressa a concentracdo do
composto teste que equivale ao Trolox (lmMe amostrd), podendo ser empregado
outro antioxidante como padrédo, a exemplo da vitamina C, expressando seu resultado
como VCEAC (Kimet al, 2002; Kuskosket al, 2005).



1.2.3 FRAP

O ensaio de FRAP original usa tripyridyltriazine (TPTZ) como o ligante do ferro,
enquanto ligantes alternativos também tém sido empregados. Recentemente, ferricianeto
de potassio tem sido o reagente férrico mais popular usado em ensaios de FRAP (Shahidi
e Zhong, 2015).

Este método baseia-se na reducao do ferricianeto a ferrocianeto por compostos
doadores de elétrons contidos na amostra (Oyaizu, 1986). A presenca de agentes redutores
provoca a reducdo do complexo®*Herricianeto ((F&)s [FE*(CN-)g]®) a uma forma
ferrosa (F&"), apds a adicdo de ions*F@eCk). A formacio de azul “Perl’s Prussian”
(KFe[Fe(CN}]), medida a 700 nm, é usada para monitorar a concentracaé’ gapak
et al, 2007; Ferreirat al, 2007). As reagdes envolvidas séao:

Fe(CN)*> + antioxidante fendlice> Fe(CN}* + radical + H

Fe(CN}* + Fe®* + K* — KFe[Fe(CN}] Amax=700 nm

Na literatura h& diferentes formas de expresséo do resultado: reducdo baseada em

Eq.:2

um antioxidante padrao (Santesal, 2007) ou simplesmente a absorbancia final da
amostra (Oliveiraet al, 2011; Silveet al, 2011; Sultana, Anwar e Igbal, 2008). Pode-se

usar diferentes antioxidantes como padrao, a exemplo do ascérbico, BHT, BHA, acido
gélico (Huberet al, 2012; Santo®t al, 2007). Quando se expressa o resultado em
absorbéancia, as conclusdes sao levantadas a partir de que uma maior absorbancia da

mistura de reacao indica maior poder redutor da amostra ésala2011).

1.3 Aplicacao dos métodos de avaliagdo de capacidade antioxidamtevitro em
materiais alimentares

Diversos métodos para determinar a capacidade antioxidante foram aplicados de
forma extensiva na avaliagdo de alimentos, de modo que 0s termos que 0s caracterizam
(TEAC, DPPH, ORAC, entre outros) sdo termos comuns em diversas publicacbes
cientificas esitesda internet (Schaich, Tian e Xie, 2015). Os resultados relatados em
diversos trabalhos s&o utilizados para indicar os alimentos com maior capacidade
antioxidante, que sdo mais indicados ao consumo por trazerem beneficios a saude.

Uma gama de trabalhos pode ser encontrada e seus resultados cuidadosamente
comparados (Tabela 1). Ao se comparar os dados € necessario observar o solvente de
extracdo, 0s compostos bioativos presentes e os métodos utilizados para medir a

capacidade antioxidante, bem como a expressao dos resultados.
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Tabela 1- Aplicacdo de diversos de métodos de avaliagdiro da capacidade antioxidante

Material Extracao Polifendis Capacidade antioxidante Referéncia
Diversas amostras de Acetona: agua: acid Folin-Ciocalteu: DPPH: 0- 683 + 40 (Keverset
origem vegetal acético (.70'28'.2) 0 — 582 +26 mg CAE-100§ ORAC: 160+32-2118 + 96 al., 2007)

T (b.u) Resultados expressagviTrolox- 100g! (b.u) B

Berinjela Etanol:agua:HCI Folin—Ciocalteu: DPPH: 2,06- 38,92 (Todaroet
(Solanum melongervar. (70:30:1)vssol. 163,13 £ 12,62 191,94 [EC50] (??4L ou ng) al., 2009)
esculentum) acidas +14,28ugAGE-mit Unidade ndo informada claramente ’

DPPH: 10- 800
Suco, cha e vinho Diluicdo em metano Folin-Ciocalteu: ABTS: 300- 1900 (Tabartet al,
(diferentes fontes) e centrifugacgéo 200—- 1200 mgAGE-100mi*  ORAC: 400- 1250 2009)

Resultados expressqsmol TEAC-100nit
Eugenia brasiliensis, E. Folin-Ciocalteu: DPPH: 12,61 - 52,20 g- mL[EC50] (Maginaet
beaurepaireana e E. Etanol 70 % 105,8 £2,6- 225,4 £ 2,6 mg al 3010)
umbeliflora AGE-g! FRAP: 124,3 +1,1 625,7 +1,2 mg AA-§ K

o DPPH
Folin-Ciocalteu: Gergelim creme: 27,45+1,76 %

) ) Gergelim preto: 52,98+7,53 % _
Gergelim Metanol: &gua Gergelim creme: 147,5 £ 31,7 (Silvaet al,
(Sesamum indicuin) (60:40) v/v gAGE-100¢t FRAP [valores de ABS] 2011)

Gergelim preto: 261,9 + 7,5 Gergelim creme: 0,7310,03

gAGE-lOOgl Gergelim preto: 1,05+0,05 .

Concentra¢do das amostras ndo informada:
x : e : DPPH

Mamao Carica papayal.. Folin—Ciocalteu: Mamao: 23,5% / Manga: 23,1% / Goiaba:
var. Formosa) o
Manga Mangifera indica Metanol: agua Mam&o: 88,1 mgAGE- 100y 49.1% (Oliveiraet
L. var. Tommy Atkins) (60:40) viv Manga: 59,8 mgAGE-100g FRAP [valores de ABS] al., 2011)
Goiaba vermelhaRsidium Goiaba: 159,8 mgAGE-108g Mamado: 0,21 / Manga: 0,12/ Goiaba: 0,41

guajavavar. Paluma) Concentragao das amostras ndo informada:

Continua...
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Material Extracdo Polifendis Capacidade antioxidante Referéncia
DPPH: casca (22,9%) e caroco (23,9%)

FRAP: casca (0,6) e caroco (0,8) [valores d (Huberet al,
ABS] 2012)
Concentracao: 1000ppm
DPPH: 45,38 + 0,5Qg- mI!
ABTS: 9458 + 97uM TEAC-g*

Folin—Ciocalteu:
Casca: 49 mgAGEY
Caroco: 68,45 mgAGE:Yy

Residuos da Manga uba Metanol: agua
(casca e carogo) (60:40) viv

Cascas de jabuticabisl

jaboticaba (Vell) Berg)  Alcool e ultrassom (Leite-Legatti

Folin—Ciocalteu:

o 556,3 g AGE-k et al, 2012
liofilizadas g g ORAC: 25514,24 + 3037,24M TEAC-g* )
Cascas de batata doce Diferentes Folin-Ciocalteu (Anastacio e
o . 1,02+0,20-6,21+0,30mg FRAP: 0,718,11uM TEAC-g? (b.s) Carvalho,
(Ipomoea batatat.) condi¢cbes, em agua AGE-g! (b.5) 2013)
o ABTS: 86, 51 + 2,89 (Wiczkowski,
s racet var rmceane % Anociannas por LC: | PCLACL 200,03 =410
capitata L. f. rubra) (58:38:4) viviv ’ 9 ' ’ ’ Topolska,

Resultados expseos: pmol Trolox-g™ (b.s) 2013)

Solvente sobre

Bagago de uva press&o, com Folin-Ciocalteu: DPPH: 2,43 + 0,08 4,14 + 0,75 (Alvarez-
(V. viniferasp) variacdes nas 29,1+34-53,5+138 mMTrolox-g? (b.s) Casast al,
' LA mg AGE-g! (b.s) ' 2014)
condicdes
DPPH: 12,0+ 0,5 242,3 £ 3,0
Amostras de chocolates ¢ Agyz_i: acetona: acid Folin-Ciocalteu: ABTS: 14,7 £ 1,6- 252,3 + 3,0 (Todorovicet
achocolatados acético (70:29,8:0,2 2,03 +0,16- 36,84 + 0,55 ORAC: 68,5+2,4-790,5+3,1 al., 2015)
viviv mg AGE-g* FRAP: 31,8 £5,2439,4 + 13,1 N
Resultados gxessos: uM Trolox g
AmeéndoasPrunus dulci L _ ABTS: 0,88 + 0,02 mM Trolox-§(b.s) .
Resumos dosIPdados sem > Etanol 80% 5%&%5’;&5‘;65 ¢ (b.s) DPPH:10,20£027 mgiL* (b.s) [EC50] (2Lo|266)t al,

torrefag&o FRAP: 12,24 + 0,95 mgaL (b.s) [EC50]
AA — Acido ascorbico; AGE &cido galico equivalente; CAEAcido clorogénico equivalente; b.dase seca; b-ubase imida; DPPH: radical 2,2-difenil-1-picril hidrazina; ABTS:
método do radical 2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado; PCL ACL: método fotamgjuminescéncia condigdo lipofilica; PCL ACW: método foto-quimilumineseénci
condicao hidrofilica; FRAP: método da capacidade redutora do ferro;-E@B®entracdo da amostra que causa reducao de 50% do radical.
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A maioria dos trabalhos relata alta correlacéo positiva entre o conteudo fendlico e
a capacidade antioxidante em diferentes métodosefLah, 2016; Magineet al, 2010;
Todorovic et al, 2015; Wiczkowski, Szawara-nowak e Topolska, 2013), porém essa
relacdo pode depender do método utilizado na determinacdo da capacidade antioxidante,
como relatado por Kevert al. (2007) que constatou alta correlacédo de fendlicos com o
DPPH e baixa com 0 ORAC. Os valores absolutos dos diferentes métodos de capacidade
antioxidante nem sempre aumentam na mesma proporcao, o que é resultado dos diferentes
mecanismos envolvidos na reacao (Keetral, 2007; Tabaretal., 2009).

Devido as diferentes formas de expressar os resultados, ocorre dificuldades ao se
comparar os dados com a literatura. Uma das dificuldades ao comprar resultados, refere-
se aos trabalhos que aplicam o método DPPH expressando o resultado em % sequestrante
e ndo informam a diluicdo utilizada. Isto traz prejuizos a comparacdo, uma vez que para
conhecer a amostra que apresenta maior capacidade antioxidante € necessario realizar o
ensaio nas mesmas condi¢des, e neste caso deve, inclui também a mesma diluicdo da
amostra. O mesmo acontece ao aplicar o ensaio FRAP e expressar os resultados em
valores de absorbancia (ABS), para inferir sobre a capacidade antioxidante a diluicdo
deve ser a mesma. Estas formas de expressar o resultado apresenta-se recorrente ne
literatura, sendo exemplos destes casos os trabalhos com gergelim (Slia&ir2011)

e com as frutas mamao, manga e goiaba (8ihad, 2011). Outro inconveniente € ndo
deixar claro a unidade em que os dados estao expressos, fato encontrado no trabalho com
berinjela (Todaret al, 2009).

Apesar destes inconvenientes ha muitos trabalhos que trazem corretamente as
informacdes, e quando possivel, expressa os resultados dos diferentes métodos na mesme
unidade, o que facilita a interpretacdo. E importante frisar que ao se fazer comparacdes
deve-se utilizar artigos com os dados consistentes e confiaveis, para minimizar erros
decorrentes de comparacdes inadequadas, observando sempre o0 método aplicado, a forma

de expressar o resultado, a unidade e diluicdo da amostra.

2 METODOS ESTATISTICOS MULTIVARIADOS

Ao se iniciar uma pesquisa deseja-se responder alguns questionamentos. Para se
obter respostas concretas € preciso usar ferramentas estatisticas antes mesmo de iniciar
0S experimentos, ou seja, no planejamento da pesquisa e ndo apenas no tratamento dos

dados. Isso € ainda mais importante quando varios fatores estdo envolvidos e se deseja
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estudar a contribuicdo destes em sua resposta de interesse (Barros Neto, Scarminio e
Bruns, 2010).

Uma mesma resposta pode ser obtida com diferentes métodos, porém em geral se
deseja utilizar menor tempo, menor nimeros de ensaios, 0 que resulta em reducao dos
gastos. Para que se consiga atingir o objetivo sem comprometer os dados € necessario
planejar, e isto é possivel ao aplicar métodos estatisticos.

O uso de meétodos estatisticos multivariados com informagfes quimicas deu
origem a area conhecida como quimiometria. A quimiometria envolve a aplicacdo de
métodos matematicos, estatisticos e computacionais para planejar ou selecionar
experimentos de forma otimizada; investigar, interpretar e classificar; e fazer previséo de
conjuntos de dados, extraindo o maximo de informacdo quimica com a analise dos dados
obtidos (Neto, Scarminio e Bruns, 2006). O casamento entre a quimica, a estatistica
multivariada, a instrumentacéo analitica e a computac¢éo ocorreu no final da década de 70
e desde entdo tem crescido significativamente com uma variedade de métodos e
aplicacoes.

Dentre as diversas subareas da quimiometria podem-se destacar os planejamentos
de experimentos, o reconhecimento de padrbes e a calibracdo multivariada.

Na area de planejamento de experimentos busca-se encontrar quais as variaveis
que mais afetam um determinado processo, assim como a interacao entre elas. Ha diversos
tipos de planejamentos, os quais podem ser escolhidos de acordo com o sistema a ser
edudado.

Outro método muito usado é o reconhecimento de padrées. Neste método as
informa¢Bes multivariadas de um conjunto de amostras, tais como medidas quimicas ou
espectrais, sdo usadas para encontrar agrupamentos de amostras similares e assim,
encontrar padrdes nos dados.

Outro método muito usado pelo setor produtivo, incluindo a industria de alimentos
e bebidas, é a calibracdo multivariada. Este método busca estabelecer um modelo que
relacione medidas multivariadas espectrais realizadas em um conjunto de amostras com
uma determinada propriedade das amostras, tais como concentracéo de um determinado
componente ou alguma propriedade fisica (Souza e Poppi, 2012). Com 0 uso da
calibracdo multivariada é possivel obter um modelo capaz de realizar previsées de uma
propriedade mesmo na presenca de interferentes desta propriedade. Outra vantagem esta

em usar informacdes espectrais faceis de obter a partir de amostras, com o minimo ou
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nenhum preparo e relacionar tais informacdes a propriedade de interesse, qué em gera
sao dificeis de obter por algum método de referéncia. Assim a andlise espectral rapida e
simples pode ser usada em substituicdo ao método de referéncia economizando tempo,
reagentes e energia.

Com sua ampla aplicabilidade e vantagens, os métodos quimiomeétricos s&o
largamente aplicados com sucesso no setor produtivo como ferramenta no monitoramento
de producédo de cervejas e vinhos e no controle de qualidade de farmacos e alimentos,
entre outros (Wold e Sjéstrom, 1998).

A pesquisa desta tese esta fundamentada no uso de dois métodos quimiométricos:
(1) delineamentos experimentais fatoriais e de mistura e (2) calibragdo multivariada.

Os préximos itens abordardo os métodos estatisticos multivariados aplicados nesta

tese.

2.1 Delineamento fatorial Plackett-Burman

O ndmero de ensaios necessarios para se fazer um planejamento fatorial 2
completo aumenta rapidamente ckpo numero de fatores investigados (kx7, 128
ensaios). O primeiro aspecto € que sera muito moroso e dispendioso a realizacdo de
muitos ensaios. O que normalmente ocorre é que muitos desses fatores sdo nao
significativos para o modelo e que as interacfes de ordem alta contribui pouco para o
modelo, ndo sendo necessarios estuda-los (Barros Neto, Scarminio e Bruns, 2010).

Em muitas situacdes ndo se conhece, a priori, a relacdo completa de todas as
variaveis que afetam significativamente a resposta. Para ndo correr o risco de excluir
fatores importantes, faz-se necessario estudar o maior nimero possivel de variaveis em
um menor nimero de ensaios, usando delineamentos fracionarios ao invés de fatoriais
completos.

O planejamento Plackett-Burman (PBD) € um planejamento fracionario saturado
gue tem a finalidade de identificar os principais componentes que influenciam a resposta
em estudo. Este planejamento é utilizado como triagem multifatorial rapida para
encontrar os fatores independentes mais significativos, ndo considerando o efeito das
interacdes (Alvarez-Casasal, 2014; Liet al, 2009; Plackett e Burman, 1946).

Os fatores avaliados pelo PBD sao estudados por uma equacgéo polinomial de
primeira ordem. Cada fator é testado em dois niveis, baixo (-1) e alto (+1). Os fatores sao
organizados matricialmente com colunas ortogonais. Deste modo, os efeitos principais de

cada fator podem ser determinados individualmente.
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Apesar do planejamento saturado aoensaios permitir estudar até 1 fatores,
€ aconselhavel escolher um nimero menor de fatores, para que as colunas nédo utilizadas
facam o papel de variaveis inertes (varia2isnmy$ e possam ser empregadas para
estimar o erro associado aos contrastes.

Inicialmente, o efeito de todas as variaveis, incluind®@asmys,é calculado
aplicando-se a equacgéo 3:
5 XM -2 M; Eq.: 3

N
em queEy é o efeito da variavel testadd.” e Mi” refere-se a resposta em estudo a partir

EXi =

dos ensaios em que a variave) esteve presente em concentracfes altas e baixas,
respectivamente;d é o nimero de ensaios.

Depois de determinar o efeito de cada variavel, o desvio-padréao (SD) das variaveis
Dummysque serve como o desvio padréo da populacéo, € calculado conforme a equacgao
4.

2 (Eg)? Eq.: 4

SD = |——
n

em quekq é o efeito de variavelBummysn é o numero de variaveis binarias.
Por fim, aplica-se o testede Student para identificar os fatores importantes
(equacéao 5):
Ex.
t,=—— Eq.: 5
Y SD a
Quanto maior for o valor absoluto tlwalor, mais significativa € a variavel (Liu
e Tang, 2010).
A partir do valor dd, estima-se o valgs. De acordo com o teste de hipétese, se
p for menor que o nivel de significancig rejeita-se a hipétese de que o efeito é igual ao

erro.

2.2 Delineamento de mistura

Vérias técnicas de otimizacdo estdo disponiveis na literatura, dentre elas os
experimentos em superficie de respostas que tem como objetivo determinar a combinacao
de niveis das variaveis independentes que produzem respostas 6timas, com um menor
namero de experimentos, se comparado ao experimento fatorial classico.

Os experimentos de misturas buscam determinar a propor¢cdo dos seus

componentes que fornece a melhor resposta, com menor nimero de experimentos. Porém
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este delineamento apresenta uma diferenca em relacédo aos delineamentos tradicionais de
superficie de respostas: as propriedades de uma mistura sdo determinadas pelas
propor¢des de seus ingredientes, e n&o por valores absolutos (Barros Neto, Scarminio e
Bruns, 2010).

Delineamentos de mistura sdo empregadas ciéncia, na engenharia e
particularmente na industria no desenvolvimento de produtos (Altietial, 2013;

Barros Neto, Scarminio e Bruns, 2010; Borsgtal, 2010).

Nos planejamentos de mistura, a soma das propor¢cdes dos componentes é
constante, normalmente 100%; ou seja, as proporcbes dos componentes ndo sao
independentes. Logo, para uma mistura qualqueratenponentes, pode-se escrever a
Equacéo 6.

q
in=x1+ X; +x3+x3+ () +x5=100% = 1 Eqg.. 6

i=1
em quex representa a proporgao idésimo componente. Esta equacao retira um grau de

liberdade das proporcdes. Para especificar a composicdo da mistura, € preciso fixar as
proporcdes dg— 1 componentes. A propor¢do do ultimo componente sera sempre o que
falta para completar 100%.

Independentemente do numero de fatores estudados a restricdo demostrada na
Equacao 6 deve ser satisfeita. Sendo assim, a expressao espacial de misturas, denominads
de simplex, terd uma dimensdo a menos do que o0 numero de compamentgsym
experimento com dois componentas X 2) é expresso como uma reta; com trés
componentesg(= 3), um tridngulo; e com quatro componenigs-(4), um tetraedro
(Figura 4).

(@) (b) (c)

1.0 xg=1 1

0.8 xgul-2y

1\

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

%, x, =1 x2=I

Figura 4— Espaco experimental para experimentos de misturas de dois (a), trés (b) e

guatro (c) componentes
FONTE: (Barros Neto, Scarminio e Bruns, 2010).
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O espaco experimental (simplex) para experimentos com dois componentes esta
limitado aos pontos sobre a reta= 1 — x¢ (Figura 4a). Note que a proporcdo dos
componentes esta em sentidos contrarios, a medida que aumenta o conxpdimainie;

0 componenteo.

O triangulo equilatero (Figura 4b) obedecer a restrigaex, +x3 =1, sendo
utilizado para experimentos com trés componentes. Todas as composi¢cdes possiveis da
mistura terndria sdo representadas pelos pontos pertencentes ao triangulo. Os vértices
correspondem aos componentes puros e 0s lados as misturas binarias, e 0s pontos internos
ao triangulo representa as misturas ternarias.

Para uma mistura de quatro componentes o espaco experimental € representado
por um tetraedro (Figura 4c), em que cada face tem um arranjo de pontos igual ao
empregado em um modelo quadratico para misturas de trés componentes. Neste modelo
também pode-se estudar o efeito dos componentes isolados (vértices) e das misturas
binarias (arestas), terciarias (faces) e quaternérias (interior do tetraedro).

Dentro do espaco simplex sdo montados planejamentos de experimentos que
permitem a estimativa de modelos matematicos que irdo representar o comportamento do
sistema de misturas, percorrendo todo o espaco experimental, ou seja, os resultados
obtidos no planejamento de mistura devem tornar possivel, através dos resultados obtidos,
0 ajuste da equacéo de regressao para superficie de resposta (Reis e Andrade, 1996). Sac
conhecidos varios modelos, os mais utilizados séo o planejamento simplex basico (SLD)
e o planejamento simplex centroide (SCD).

No SLD os pontos testados estdo uniformemente distribuidos sobre o simplex, e
é referido comod, n}, em queq é o nimero de componentes da mistureéeo grau do
polinbmio a ser ajustado, sendo estes termos utilizado para definir as proporcbes
(Equacédo 7) (Reis e Andrade, 1996).

1 2 .
xi=0+a+a+(...)+1;emquel= 1,2,3,..q Eq.: 7
O SCD envolve observagdes com todos 0s subconjuntpsa@®@ponentes, mas
somente nas misturas em que esses componentes aparecem em iguais proporcoes. Nest
caso o0 numero de observagdes é reduzido, diminuindo assim o numero de ensaios (Reis
e Andrade, 1996).
Estes delineamentos (SLD ou SCD) trabalham principalmente nas fronteiras das

misturas, com excec¢ao do ponto centroide, onde 0s pontos experimentais apresentam-se
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nas fronteiras (vértices, lados, faces, etc.) do espaco fatorial simplex, fornecendo pouca
informagéo a respeito das interagbes entre 0os componentes da mistura. Surge a
necessidade de se adicionar pontos axiais usando formulagdes completas, onde a maior
parte dos pontos estd localizada no interior do simplex. Estes delineamentos sao
chamados de simplex-centroide aumentado (MSCD) e sdo recomendados para fornecer
informagdes sobre interacdes entre todos os componentes, permitindo identificar os
componentes mais importantes. Na Figura 5 € mostrado o espaco simplex para trés

componentes com 0s pontos axiais.

x=1

x;=1 x;=1

Figura 5— Espaco experimental para experimentos de misturas de trés componentes

representando os pontos axiais (simplex centroide aumentado).
FONTE: (Cornell, 2002)

No MSCD, os pontos séo posicionados somente sobre 0s eixos dos componentes.
A forma mais simples € aquela na qual os pontos axiais sdo posicionados equidistantes
do centroide geral (1/q, 1/q, ..., 1/g) na direcdo dos vértices. A distancia do centroide,
medida em unidade de, ¢ denotada por A, e 0 maximo valor de A é (q-1)/q (Cornell,

2002).

Independente do modelo seguido, ajusta-se modelos matematicos aos dados
obtidos a partir do planejamento com o objetivo de obter as equacdes de regresséo e a
superficie resposta, verificando a falta de ajuste do modelo e a estimativa dos parametros.

A estimativa dos parametros € realizada por meio da aplicacdo do método dos
guadrados minimos. Uma descricédo detalhada e exemplos numérico pode ser encontrada
em Cornell (2002). Existem inUmeras técnicas e estimativas utilizadas para testar a
adequacdo e ajustes de modelos, utilizadas em aplicagbes praticas (Barros Neto,
Scarminio e Bruns, 2010; Cornell, 2002): Teste de hipoteses para significancia da

regressao, teste da falta de ajuste, coeficiente de determRfagéitre outras.
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2.3 Calibracdo multivariada

2.3.1 Aspectos praticos da regressao multivariada

Para a realizacdo da regressédo ou calibragdo multivariada, o primeiro passo
consiste na aquisicao das informacdes quimicas da amostra, 0 que na maioria das vezes é
realizado obtendo um espectro da amostra. No caso da utilizacdo de dados espectrais, esse
etapa baseia-se nos resultados das leituras da intensidade do sinal para uma faixa de
comprimentos de onda investigados.

As mesmas amostras analisadas espectralmente devem ser também analisadas
com algum método de referéncia, o que normalmente exige analises por via Umida
demoradas. Este € o0 objetivo da regressao: substituir analises demoradas e de alto custo
por um simples espectro.

Apéds a obtencéo das informacdes (espectros e determinac¢des analiticas), os dados

sao organizados conforme apresentado na Figura 6.

Calibragdo

|

1
3

my MMy () N Ny

| I .
a3

15 4

Xcal Yeal

-Logl/R
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4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
namero de onda (cm'lj

Figura 6 — Organizagdo dos dados para calibragdo. n: linhas (total de amostras);
m: colunas (cada comprimento de onda investigado); al, a2: refere-se as amostras; y1, y2,
y3: sdo as diferentes respostas (variavel dependente) obtidas pelos métodos referéncias.
Pode ser modelado apenas um y ou diversos.

A matriz X, construida a partir das leituras espectroscépicas, € denominada de
variaveis independentes. A matkzsera constituida delinhas, que representam o total
de amostras encolunas, que representam cada comprimento de onda investigado na
obtencdo do espectro. Os valores dentro da matriz sdo os sinais obtidos em cada
comprimento de onda, para cada amostra.

O vetory, o qual é obtido a partir da analise quimica usando o método de
referéncia, € denominado de variavel dependente. Oywetesim com a matri, possui

n-linhas as quais representam o total de amostras. Os valores dentro do vetor sdo as
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determinacdes realizadas experimentalmente sobre a amostra usando algum meétodo
referéncia. Estes valores podem ser uma propriedade quariciicentracdo de um
analito) ou fisica da amostrax; viscosidade). Se mais de uma propriedade é analisada
de uma mesma amostra, um conjunto de vetosg® obtidos e, portanto, uma maiiz

pode ser organizada, conforme mostrado na Figura 6. A iHagriz vetoly (ou a matriz

Y) séo definidos como conjunto de calibragao e serdo usados para construir o modelo.

O conjunto de amostras utilizados para a calibracdo deve ser representativo da
populacdo, ou seja, todas as fontes de variacbes e valores reais que poderdo ser
encontradas em amostras futuras devem estar presentes e uniformemente distribuidas ao
longo do intervalo de variacao (Ferreira, 2015). Por estes motivos, em geral, quanto maior
0 numero de amostras utilizadas e maior a variabilidade das amostras, melhor sera o
modelo. A definicAo do numero de amostras para o conjunto de calibracdo degpende d
complexidade da amostra. Normalmente, recomenda-se para amostras de alimentos, um

minimo de 100 amostras representativas e com variabilidade da propriedade de interesse.

2.3.2 Pré-tratamento dos dados

A analise de dados multivariados depende decisivamentegdmfamento dos
dados. Raramente os dados sao usados na sua forma original (Brereton, 2003), sendo
geralmente transformados e/ou pré-processados antes da analise multivariada. A maioria
dos tratamentos sdo realizados na maftiZicando o vetoly ou matrizY restritos a
alguns pré-processamentos. As razdes para estes tratamentos sdo varias, por exemplo:
mover o sistema de coordenadas de forma a obter o centro em zero, dar igual peso as
variaveis independentes, remover erros sistematicos gerados pela linha de base,
normalizar as variaveis independentes, maximizar diferencas entre 0S espectros,
minimizar ruidos instrumentais, alinhar sinais, etc. (Costa, 2007), tornando a matriz de
dados melhor condicionada para a analise (Souza e Poppi, 2082alX2008).

A matrizX pode ser pré-tratada em dois modos. Para distingui-los usam-se termos
diferentes: Quando aplicado as linhas da matr{famostras) é chamado transformacao;
porém se for aplicado as colunas (variaveis) € denominado de pré-processamento.

Antes de aplicar um determinado tratamento é de fundamental importancia
observar os dados graficamente para verificar como estes estdo se comportando, e assim
escolher o melhor tratamento. Os pré-tratamentos mais comuns para espectroscopia sao:
centragem na média, autoescalamento, normalizacdo, alisamento, derivacdo e correcao

do egpalhamento multiplicativo (Souza e Poppi, 2012).
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Tabela 2- Resumos das caracteristicas dos pré-tratamentos de dados mais utilizados.

Transformacéao Objetivos Aplicacdo comum
Reduz a componente aleatoria; .
. . . Espectroscopia e
Alisamento aumenta a razéao sinal/ruido; desta .
. cromatografia
pequenos picos
o . Remove deslocamentos da linha ¢
Primeira derivada .
base Espectroscopia
Segunda derivada Remove inclinagao da linha de bas
MSC (corregao Corrige espalhamento aditivos e
o . a Espectros do
multiplicativa do multiplicativos na absorbancia . L.
. « .., infravermelho préximc
sinal) e SNV (causados por fendmenos fisicos’
. . . (NIR), RAMAM e UV-
(Padronizacao Corrige deslocamento da linha de vis
normal do sinal) * base
Remove variacdes sistematicas
A . Espectros de massa
Normalizacao associadas ao tamanho da amost

: cromatografia.
Iguala a magnitude de cada amost g

. Cromatografia e
. Remove deslocamento no eixo de A ”
Alinhamento . ressonancia magnétic
abscissas
nuclear (RMN)
Aplicacdo mais
comum

Pré-processamento Objetivos

Faz uma translacdo de eixos para

Centrar na média valor médio, preservando a estrutu
dos dados.

Coloca as variaveis em uma mesn

escala, indicado quando as unidac

Todos os dados em
analise multivariada

QSAR (Relacéo

Escalamento . . . . Qquantitativa estrutura:
sao diferentes ou a faixa € muito .
atividade), outros
ampla.
Realiza o procedimento de centrar -
Autoescalamento

média e escalamento.

*A diferenca entre MSC e SNV esta na definicdo dos pardmetros utilizado na exdeasicédculos.
FONTE: (Ferreira, 2015)

Observa-se na Tabela 2 que cada tratamento corrige um determinado erro
sistematico e as vezes, erros aleatorios, sendo por isso, muitas vezes utilizados em
conjunto para melhor interpretacdo dos dados. A Figura 7 ilustra um conjunto de dados

de amostras de repolho roxo que sofreram diferentes transformacgoes.



22

-log(1/R)
-log(1/R)

00 : : . 0,0 , : : . :
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
ntiimero de onda (cml) numero de onda (cnrl)
1.8+ c
d
f 20 4
1.0

-Logl/R

i

0.5 |
" 104

0.0
05 -

Logl/R

0.5 T T T T T
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 . T T T T T L
4 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000
nimero de onda (cm™) ;
nimero de onda (cm™)
e f
0.04 - 0,002
0.001 A
0.02
I 0.000 A
a = -0.001
=
-0.02 0.002
-0.003 -
-0.04
-0.004 -
-0.06 - . : : T . ; r T T
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

mamero de onda (cm") nimero de onda ( cm'i)

Figura 7— Espectros de extrato de repolho roxo em &gua coletados por NIR com
refletancia difusa e background de ouro. a) espectros originais ndo processados. b)
espectros apos alisamento. c) alisados seguidos de correcdo da linha de base; d) alisados
seguidos de MSC; e) espectros alisados seguidos de 12 derivada. f) espectros alisados
seguidos de 22 derivada.

Através da analise da Tabela 2 e da Figura 7 é possivel entender melhor o efeito

de cada transformac&o no conjunto de dados. Melhores esclarecimentos podem ser
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obtidos na literatura especifica (Ferreira, 2015; Parreira, 2003; Wold e Sj6strom, 1998)
onde sdo encontrados os célculos envolvidos, os detalhes e algumas objecdes.

Os espectros apresentados na Figura 7a apresentam-se com alto ruido,
especialmente na regido em destaque (5000-4000 &pods o alisamento é observado
(Figura 7b) que o ruido foi reduzido e que o pico menor (proximo a 608ficou mais
bem definido. Apesar desta correcdo, os espectros da Figura 7b ainda apresentam
espalhamento da linha de base, que pode ser corrigido ao aplicar aldaseBmeou
MSC. Observa-se que ao aplicar a funigaseling(Figura 7c¢) os dados finais continuam
deslocados da linha de base, ndo sendo indicado este processamento, pois ndo corrigiu 0
espalhamento de todo o espectro; j& ao aplicar O MSC (Figura 7e) nota-se que o0
deslocamento da linha de base ao longo do espectro é corrigido. Com a aplicacéo da 12
derivada (Figura 7d) ocorre também corre¢céo da linha de base e os espectros estdo bem
mais alinhados que nos tratamentos anteriores (Figura 7c e 7d). Na Figura 7f observa-se
que a linha de base esta proxima ao zero das abscissas apoés a aplicacao da 22 derivada.

O pesquisador devera realizar as andlises de estimativa de erros apds a aplicacdo
de cada pré-tratamento, para assim garantir qual sera melhor aplicado aos seus dados,
porém a experiéncia do pesquisador € determinante para se saber por qual pré-tratamento
iniciar a andlise dos dados.

Apbs escolher o tratamento adequado € preciso escolher o método de regressao
multivariada. Dentre os métodos de inversos de regressdo multivariada mais utilizados
podemos citar: Regressao Linear Multipla (MLR), Regressao de Componentes Principais
(PCR) e Regressdo por Quadrados Minimos Parciais (PLS). As questbes a serem
levantadas para a escolha do método de regressdo sao resumidamente apresentadas n

esquema apresentado na Figura 8.
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Todas as substancias
espectroscopicamente ativas sao
conhecidas?

Sim Nao
v v

CLS O nUmero de variaveis é maif
qgue o nimero de amostras”

Nao Sim

v \ 4

Existem variaveis altament Usar método de
correlacionadas? compressao de dados
v

PCR ou PLS

Nao Sim

v ¥
MLR Selecionar variaveis (colunas
linearmente independentes.

Figura 8 — Métodos multivariados de regressdo mais populares e sua indicacao
dependendo do conjunto de dadG4S: Regressdo por quadrados minimos classico;
MLR — Regresséo linear multipla; PCR: Regressao por componentes principais; PLS:

Regressédo por quadrados minimos parciais.
Fonte: adaptado de (Ferreira, 2015).

Em analises alimentos néo se conhece todas as substancias espectralmente ativas,
logo a regresséao por quadrados minimo classico ou direta ndo é indicada.

Normalmente o niumero de comprimentos de onda investigado em uma analise
espectral € maior do que mil, € 0 nimero de amostras é raramente maior que duzentas.
Deste modo, o MLR néo pode ser aplicado. Além disso, sabe-se que ha uma alta
correlacdo entre os comprimentos de onda em um espectro, o que faz com que matriz
construida com dados espectrais possua alta colinearidade (colunas linearmente
dependentes), o que dificulta ainda mais realizar a regressdo com os dados originais,
mesmo apos o0s tratamentos.

Neste caso os métodos de compressédo de dados, PCR ou PLS, que nao realizam a
regressao com as variaveis preditoras originais (colunX3,d#io os escolhidos. Estes
meétodos sdo consideravelmente mais eficientes por lidar com ruidos experimentais,
colinearidade e no caso do PLS, com leves nao linearidades, isto melhora a qualidade do

modelo e a exatiddo (Teofilo, 2007).
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Nestes meétodos de compressao de dados, todas as variaveis originais relevantes
podem ser incluidas nos modelos, podendo a calibragéo ser realizada mesmo na presenca
de interferentes, se estes forem modelados. Estes métodos sdo robustos, isto &, seus
parametros praticamente ndo se alteram com a inclusdo de novas amostras no conjunto
de calibracdo (Geladi, 2003). Entre o PCR e o PLS, a literatura mostra com centenas de
trabalhos, que a regressao PLS €, o melhor método de regressao multivariada para dados

com relacéo linear.

2.3.3 Regresséao por Quadrados Minimos Parciais (PLS)

O método de Regressao por Quadrados Minimos Parciais (PLS) foi inicialmente
desenvolvido por Wold por volta de 1975 ao trabalhar com dados de econometria (Wold,
Sjostrom e Eriksson, 2001). De acordo com estes autores este método € parcial pois apesar
de ser realizada vérias otimizac¢des locais nenhum critério € totalmente maximizado ou
minimizado. Ja para Lohmoller (1989) esta regressdo € parcial pois refere-se ao
particionamento dos parametros em subconjuntos estimaveis.

O PLS é um exemplo de método de regressao inversa, pois ndo exige que 0s
espectros individuais dos constituintes de interesse, nem dos interferentes, sejam
conhecidos previamente. E ainda um método quantitativo considerado eficiente
principalmente por lidar com ruidos experimentais, colinearidade e ndo linearidade
(Ferreiraet al, 1999). No entanto, requer andlise de uma série de amostras de calibracéo
(conjunto de calibracéo), cuja composicéo seja conhecida (Coates, 1999). Essa calibracéao
deve levar em conta todos os fendmenos fisicos e quimicos que possam afetar 0s espectros
das amostras cujas concentracdes deverado ser previstas (conjunto de validacao).

Héa varios algoritmos para executar a regressdao PLS: o algoritmo baseado na
decomposicdo bidiagonal (PLSBdg), o NIPALBor-linear iterative partial least
square$, o SIMPLS, o Kernel, entre outros (Tedfilo, Martins e Ferreira, 2007). Todos
estes algoritmos fornecem uma mesma previsdo para uma Unica variavel dependente,
sendo o PLSBdg e SIMPLS mais eficientes que os outros dois principalmente para
grandes conjuntos de dados. Dentre estes, destaca-se o0 PLSBdg, que apresenta eficiéncie
computacional equivalente ou levemente maior que o algoritmo SIMPLS e por isso tende
a se tornar o mais empreggdeofilo, Martins e Ferreira, 2007).

A bidiagonalizagdade matrizes € uma decomposi¢do Util que frequentemente é

utilizada como inicializagéo rapida em algoritmos para o calculo da decomposi¢cao de
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valores singulares de matrizes (Golub e Loan, Van, 1996). Este método considera que
qualquer matriX ¢ x 3 pode ser escrita como:

X =URV! Eq.: 8
em que Ugxy), V@axy S80 matrizes com colunas ortonormais e elas satistd4¢mVyVv

=1, eR@xy é uma matriz bidiagonal.

A decomposicéao bidiagonal direta, que equivale ao método PLSL1 é realizada pelo
algoritmo PLSBdg. No PLS existe um compromisso entre a explicacdo da variancia em
X e encontrar a correlacdo cgnsendo assim, na decomposicéo bidiagonal a informacéo
emy é considerada. Os novos eixos formados séo equivalentes as componentes principais
do PCA e sao normalmente denominados de variaveis latentes (VL) (Tedfilo, 2007).

Com as matrize¥, V e R calculadas pamaVL, pode-se estimar a pseudoinversa
Moore-Penrose dX e resolver o problema de quadrados minimos, como mostrado a
sequir:

y = Xb sendoX = URV! (pela Eq.:8), .
temos~> Y = Unvi Ravi Vi b > b=V R, ULy £ 9

Para fazer novas previsdes basta usar o vetor de regressdo edijmado (

Diante disto é importante ressalta a necessidade de se definir o nimero de
variaveis latentes/L), que deve ser em numero suficiente para possibilitar a modelagem
sem super ajustar o modelo e também sem modelar ruidos. UnmiMiatorna o modelo
melhor ajustado, porém pode estar modelando informagdes irrelevantes (a exemplo de
ruidos); ja um menanVL pode deixar informacdes importantes de fora.

O método mais usado para definirn¥L é através de validacdo cruzada
empregando as amostras do conjunto de calibracdo (Martens e Naes, 1996). Sendo
necessario calcular os erros quadratico médio de calibracdo (RMSEC) e da calibragéo
com validacao cruzada (RMSECV) para cafd. O nimero mais adequadode sera
o correspondente ao menor valor de RMSECV (Martens e Naes, 1996).
2ilyi- 912 Eq.:10

N
em que Nrepresenta o0 nimero de amostras do conjunto de calibragéo ou do conjunto de

RMSEC, RMSECV, RMSEP =

validagéo ou de previsaa,é/o valor medido da propriedad¢.€ o valor previsto pelo
modelo paraésima amostra. As unidades dos erros séo relativas as unidades dos valores

emy.
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A Figura 9 mostra a variacao do erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC) e
o0 erro quadratico médio de calibragdo com validacao cruzada (RMSECV) pelo numero
de variaveis latentesYL).

300

—e— RMSECV
250 ...&.. RMSEC

200 +

150

RMSECV, RMSEC

100

50 o

O gy, —

O
G OO
0 T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Variaveis latentes (VL)
Figura 9 — Representacdo grafica do conjunto do erro quadratico médio de calibragao
(RMSEQC) e erro quadratico médio de calibragdo com validagdo cruzada (RMSECV) em
funcdo do Numero de variaveis latentes (nVL).

Observa-se que o RMSEC e o RMSEC diminuem com o aumento da
complexidade do modelo, ou seja, com o aumento do ndmero de variaveis latentes
utilizado, até um ponto onde o aumento da complexidade (aumentwLjl@do reduz
significativamente os erros. Diante disto, neste exemplo devera ser escolthidon@le
o0 RMSECYV apresenta o menor valor.

Ao observar o conjunto de calibracdo, deve-se assegurar que as amostras formam
um conjunto homogéneo, removendo aquelas amostras que sdo sotitéhess)( A
deteccao destas amostras andmalasiérs) € tdo importante quanto a determinacdo do
nVL empregadas no desenvolvimento do modelo. As variagdes destas amostras podem
ter diferentes causas, tais como: erros de medicdo, amostras provenientes de outras
populacdes, etc. (Valderrama, Braga e Poppi, 2007).

Para a deteccdo daritliers € necessario a aplicacdo de métodos robustos, uma
delas aplica duas grandezas complementknesragee residuos de Student. O primeiro
deles, conhecido também como podeakd@ancagem, faz referéncia a altos residuos na
matriz X, isto é, nos dados espectrais; ja o outro refere-se aos altos residuos né matriz
(ou vetory), ou seja, os valores de referéncia do analito (Bro e Andersen, 2003;

Valderrama, Braga e Poppi, 2007).
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Os valores dé&everagee residuos de Student sao calculados através das Equacdes

11 e 12, respectivamente.

Hi= gt (4~ DX — DT Eq- 11
em queH; corresponde ao valor deveragedai-ésima amostra ¥ é uma matriz que
contém os espectros.tem linhas\, correspondente ao numero de amostrd@unas,
que correspondem aos comprimentos de on@o espectro para a i-ésima amostrg, e

representa a media dos espectros.

- D - ) T LreseJ (- H)

em quelresg corresponde ao residuo da i-ésimo amostra, hormalizada pelo seu valor de

Lresc; = Eqg.: 12

leverage SR representa o residuo de Studeny, @y; sdo, respectivamente, os valores
de medidos e estimados das propriedades pagdraa amostra.

Gréficos usando estes parametros (Figura 10a) sdo gerados para auxiliar na
3 VL+1

n® amostras na calibragio

remocao dasutliers. As amostras que apresentaram Eterage(>

e/ou residuos de Student elevados (>2,5) apresentam efeitos significativamente negativos
ao modelo, sendo consideradoslierse removidas do modelo (Ferregbal, 1999).

Residuos de Student

3 600

.

a

Y predito

=3
=]

s
=

u
g

200

100

0

0

b

100

200

300

400

500

600

Residuos de Student

)

1

04

1

-2

.

3 . .
0.0 0.1 0.2 03 04 -100 -80 -60 -40 20 0
Leverage CV Residuo

Figura 10 — Representagdo grafica do modelo de predigao hipotético. a) leverage versus
residuos de Student; b) medido vs preditos; ¢) Residuos: Student vs validagdo cruzada.
Amostras em destaque (o) SA0 consideradagtliers
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Outros graficos também auxiliam na remocaoathiers YmedidoVs Ypredito(Figura
10b), em que as amostras que desviam da tendéncia linear entre os valores preditos e
medidos apresentam alto RMSEC e podem ser removidas; e os residuos devStudent
residuos da validacao cruzada (Figura 10c), valores altos destes residuos sdo provenientes

deouitliers.

2.3.4 Selecao de variaveis
Nos métodos multivariados, muitas vezes faz-se necessaria a selecao de variaveis,

nao devido as limitacdes apresentadas pelo método, mas devido ao fato dos dados
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poderem apresentar variaveis com alta colinearidade, como no caso de espectros, ou
varidveis que nao contribuem fortemente para a construgdo de um bom modelo de
regressao (Parreira, 2003).

A selecao de variaveis permite identificar um subconjunto de variaveis (da matriz
X) que melhor se correlaciona com a propriedade de intey@sken@a adequada selecéo
permite minimizar os erros do modelo de calibragdo, melhorando sua eficiéncia,
tornando-o mais preciso, exato, simples e robusto (Herrero e Cruz Ortiz, 1999; Oliveira
et al, 2004).

Na literatura h4 uma gama de procedimentos para selecédo de variaveis (Chong e
Jun, 2005), onde a maioria visa a selecdo de comprimentos de onda em espectroscopia.
Dentre os métodos de selecdo destaca-se a selecao de preditores ordenados (OPS).

No método OPS é necessario a escolha de um vetor informativo, o qual é obtido
através de calculos matematicos envolvendo os dados. A regido onde ha maior
intensidade do sinal destes vetores sdo intuitivamente relacionados as regides que podem
melhorar o modelo, sendo estas as regifes selecionadas seguindo uma ordenacdo
decrescente do sinal (Tedfilo, 2007).

Alguns vetores informativos recomendados séo: vetor de correlacédo, vetor de
regressdo, soma quadratica dos residuos e combinacdes destes (Teofilo, 2007), sendo o
vetor de regressao o mais utilizado como ferramenta informativa.

O método OPS (Tedfilo, 2007) segue um procedimento simples para selecéo de

variaveis, o qual é realizado em poucas etapas (Figura 11).
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Varidveis originais Variaveis originais destacadas

Etapa 1

A4

Vetor informativo

(S S | -
Etapa 2

Janela Incrementos

1 | ]

» Avaliacio dos modelos (RMSECY, r, RPD, etc)

Etapa 4

Figura 11— Etapas da selecdo de variaveis usando o OPS. RMSECYV: erro quadratico
médio de calibracdo com validacdo cruzada, r: coeficiente de correlacdo, RPD: relacdo

de desempenho do desvio.
Fonte:(Tedfilo, 2007)

As etapas para 0 OPS sdo: 1) Inicia-se a andlise selecionando o vetor informativo;
2) ordenam-se as colunas da mafkizna ordem de importancia indicada pelas
intensidades do vetor selecionado. Sendo assim, a coluna indicada pelo vetor como a mais
informativa sera realocada para a primeira coluna e a coluna com menor informacgéo na
dltima coluna da matriz; 3) As variaveis ordenadas sao avaliadas por métodos de
validacdo cruzada, como o método de regressao PLS: inicialmente com uma janela com
as variaveis mais importantes (primeiras colunas), seguindo de analise com incrementos
fixos até a completa analise de toda matriz. A cada conjunto de variaveis séo calculados
0s parametros estatisticos (ex.: RMSECYV, r, RPD); 4) Por fim, ocorre a comparacao e
avaliacdo dos modelos a partir dos parametros calculados e escolhe o conjunto de
variaveis selecionadas, sendo escolhido as varidveis que geram o0s modelos que
apresentam os melhores parametros de qualidade (menores erros e melhor previsdo).

Existem diversas vantagens ao se aplicar a selecao de variaveis pelo OPS, dentre
elas pode-se citar: esta selecdo pode ser aplicada a qualquer tipo de dado; apresenta

objetividade na selecéo de variaveis; sdo necessarios poucos parametros de entrada pare
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executar a selecdo em relacdo a outros metodos; apresenta eficiéncia computacional e
aptidao para se tornar completamente automatico; entre outros (Tedfilo, R. F., Martins e
Ferreira, 2007; Tedfilo, 2007).

2.3.5 Validag&o do modelo construido

Para verificar se 0 modelo é preditivo € necessario que este seja validado, ou seja,
verificar se 0 mesmo apresenta-se de forma adequada, e dentro dos objetivos desejados.

Nesta etapa 0 modelo é testado quanto a sua capacidade preditiva e otimizado para
tal. O método mais utilizado é a validag&o cruzada, sendo realizada pela comparacéo das
previsdes das concentracfes previamente conhecidas (Fetradird999). Este método
é utilizado durante a construcdo do modelo, sendo conhecido como validacéo Anterna.
validacdo cruzada seguindo o procedimento dos subconjuntos aleatérios € bastante
empregada para este fim.

Em um segundo momento, apds obtencdo do melhor modelo, este precisa ser
avaliado com amostras externas, tendo como objetivo verificar a capacidade de previsao
do modelo e garantir previsdes confidveis para as amostras desconhecidas. Para a
validagéo externa (Figura 12) utiliza-se um novo conjunto de amostras externas, as quais
ndo devem ter participado do conjunto utilizado na calibracdo. Os dados séo entao pré-
tratados da mesma maneira como feito para o conjunto de calibracéo e, finalmente, aplica-

se 0 modelo construido para prever as propriedades anteriormente modeladas.
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Figura 12 — Esquema usado para construir e validar o modelo. n: linhas (total de
amostras); m: colunas (cada comprimento de onda investigado); ai, a,: refere-se as
amostras; yi, y2, y3: sdo as diferentes respostas (varidvel dependente) obtidas pelos
métodos referéncias. Pode ser modelado apenas um y ou diversos.
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A validacdo externa € realizada e os modelos preditivos sado avaliado por
parametros estatisticos, para verificar em que situacdo o modelo apresentou maior
capacidade de previsao. Sao considerados preditivos os modelos que apresentam menor
RMSEP (Equacédo 13) e maior coeficiente de correlacdo de validacdo (Equacdo 14) e
elevada correlacdo de desempenho do desvio (Equacéo 15).

Zily, - §’i)2 - M Eq.:14 RPD= _DbP
-~ V2 X526 RMSECV
em que RMSEP é o erro quadratico médio de previsao; r é o coeficiente de correlacao

RMSEP = Eq.: 13 Eq.: 15

entre os valores medidos e previstég) £() sao, respectivamente, a variancia entre

os valores medidos e previstos para a propriedade y; RPD é relacdo de desempenho do
desvio; DP é desvio padréo dos valores estimados pela validacdo cruzada e RMSECV é
o0 erro quadratico da validac&o cruzada.

A etapa de validacdo deve ser realizada periodicamente, pois pode ocorre
problemas instrumentais (desgastes de pecas, desalinhamento, etc.) ou das amostras
(tempo, novos métodos de obtencéo, etc.) que inviabilizem a utilizacdo do modelo. Se
ocorrer tais problemas é necessario a atualizagcdo do modelo, incluindo as novas amostras

no conjunto de calibragdo, por exemplo.

3 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A regido espectral do infravermelho refere-se a faixa de comprimentos de onda
() do espectro eletromagnético imediatamente superior a regido visivel (Figura 13). Esta
regido pode ser subdividida em outras trés, que sdo denominadas com relagdo a sua
distancia a regido do visivel: infravermelho proximo (NIR), médio (MID) e distante

(FAR), conforme detalhado no esquema da Figura 13.
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Figura 13 — Representagdo do espectro eletromagnético com seus respectivos

comprimentos de onda (X).

A radiacdo do infravermelho, por possuir maior comprimento de onda possui
menor energia, sendo essa energia suficiente para provocar alteracdes vibracionais ou
rotacionais nas moléculas. As alteracdes moleculares podem ser classificadas em dois
tipos: vibracdes de deformacédo axisirétching e de deformacéo anguldvefding,
conforme mostrado na Figura 14.

Deformacdes Axiais

e b o e e

——  ——

Simétrica Assimétrica

Deformagdes Angulares

Simétrica Assimétrica Simétrica Assimétrica
fora do plano fora do plano

Figura 14— Representagao das vibragdes de deformagdes axiais e angulares. ® e x:
indicam movimentos para dentro e fora do plano do desenho, respectivamente.
As deformacdes axiais, ou estiramento, ocorrem quando a ligagéo entre os atomos

sofre compressao ou estiramento, podendo ser simétrica ou assimétrica. Observa-se que
no estiramento simétrico ndo h& alteragdo no momento dipolo da molécula. As
deformacdes angulares envolvem mudancas dos angulos entre as ligacdes (no plano) ou
alteracOes do angulo entre o plano que contém as ligactes e um plano de réferéncia

do plano). As deformacdes angulares no plano e fora do plano sdo equivalentes,
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modificando apenas o referencial. Apenas as vibracdes que causam alteracdo no momento
dipolo da molécula apresentam absor¢do no infravermelho, sendo as vibragfes de
estiramento mais intensas que as deformacgdes angulares (Barbosa, 2008).

O MID (200 a 4000 cm) gera espectros que apresenta vibracdes fundamentais,
onde as bandas sédo intensas e bem definidas, ou seja, € nesta regido que ocorre as
vibractes propriamente ditas. Ja o NIR (400 a 1280%) gera espectros que apresentam
sobreposicdes de bandas, os sobretons das vibragdes fundamentais, além das bandas d
combinacfes de vibracdes fundamentais. Os sobretons sdo bandas com valores de
frequéncia correspondentes a multiplos inteiros das vibracdes normais; e as bandas de
combinacdo sado combinacdes lineares das frequéncias normais ou multiplos inteiros
destas (Pasquini, 2003). As bandas de combinagdo acontecem quando duas frequéncias
vibracionais {1 ev2) acoplam-se em uma molécula, dando origem a vibragdo de uma
nova frequéncia dentro da molécula (Kelleerl, 2004). Na regido do infravermelho
préximo e médio podem ocorrer multiplas transicées vibracionais, provocando variacao
do momento de dipolo das moléculas, mas nunca transi¢des eletrdnicas (Araujo, 2007).

Os espectros de infravermelho possuem grande quantidade de informacéo a
respeito da organizacdo da maioria dos compostos. Esta técnica permite a analise
qualitativa de compostos organicos porque os modos caracteristicos de vibracdo de cada
grupo provocam o aparecimento de bandas no espectro infravermelho em frequéncias
especificas, que também sao influenciadas pela presenca de grupos funcionais préximos
(acoplamentos) (Rohman e Man, 2010).

A interacdo da radiacdo eletromagnética (absorcao, reflexdo e espalhamento) com
a matéria sdo caracteristicas dos atomos presentes nas moléculas, bem como da regido dc
espectro envolvida, permitindo a identificagdo de compostos (Silveest®@in2014). A
absorcéo de energia de alguns grupos pode ser observada na Tabela 3.
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Tabela 3- Faixas de niumero de onda relacionadas ao comportamento de alguns grupos
funcionais no infravermelho médio (MID) e préximo (NIR)
Grupos

funcionai NGmero de onda (cm') Comentarios
uncionais
3650- 3600(m,a) Alcoois e fendis sem ligacdo de hidrogeni
A 3400- 3200 Alcoois e fenois associados a ligacdo de
= (m,l) hidrogénio
O-H 340(?;’6500 Acido carboxilico
7143- 6250 1° sobreton
> 10526- 9091 2° sobreton
5000- 4545 Combinacéao
3500- 3100 (m)
2 1640~ Aminas primérias e secundérias
S 1550(F,m)
900- 650 (f)
N-H 7143~ 6250 10 sobreton
o 10526- 9091 2° sobreton
Z 12903- 11765 3° sobreton
5000— 4545 Combinacéo
C-N 1300- 1000(v, i
F)
MID 3300(F,a) Apenas em caso alquino terminal
6173—- 5556 1° sobreton
C-H » 9091- 8163 2° sobreton
= 11765- 10526 3°sobreton
4545- 4085 Combinagao
7692— 7042
C-0 MID  1300- 1000(F) Eteres, esteres, élc_oois, fenois, &c. graxos
anidros
A <670 (F) Brometo
C-X S 785-540 (F) Cloreto
1400- 1000 (F) Fluoreto
NIR  16667- 14286 Enxofre (combinacao)
MID  2600- 2500(f) Acompanhada de ur_Ta banda C-S (800-
SH cm?)
NIR 4000 Combinacao
MID 1350- 1310(F) i
S=0 1160- 1120 (F)
NIR 98049434 Combinacéao
S-S NIR  22222-18182 Combinacéao

Abreviacdes relacionadas a intensidade e formato das bandas: Forte (F), fra@digf]my variavel (v),
larga (I) e aguda(a).
Fonte: adaptado de (Barbosa, 2008; Stuart, 2004).

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é uma
técnica rapida, requer o minimo necessario de preparo de amostras e sua instrumentacao
é facilmente encontrada nos laboratorios. O uso da FTIR apresenta diversas vantagens,

entre elas: relacdo sinal/ruido, obtencédo de espectros em segundos, uso de pequenas
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quantidades de amostra, boa precisdo, etc. No entanto, como o0s picos e bandas nos
espectros de infravermelho na maioria das vezes se sobrep8e em analise de amostras
complexas, com as de alimentos, os métodos quimiométricos séo obrigatorios na analise
deste tipo de dado para se extrair a informacéo quimica desejada (Souza e Poppi, 2012).

Os métodos mais usados para obtencdo dos espectros envolvem transmissao ou
refleténcia, sendo utilizado diversos acessoérios para obter os espectros de amostras de
diversas naturezas (sélidas, liquidas e gasosas). O método de refletéancia é bastante util
para amostras solidas de dificil preparo (alimentos, resinas e outras). A transmitancia é
usada para amostras liquidas ou filmes soélidos, que possuem transparéncia suficiente para
passagem da radiacao.

Um espectro de infravermelho geralmente contém mais informacao do que apenas
os valores de posicdo ou de absor¢cdo de alguns picos, atuando como uma impressao
digital de uma dada amostra quando utilizado integralmente (Souza e Poppi, 2012). Na
calibracdo multivariada todo o espectro € utilizado na construcao da ¥hatriz

O NIR e o0 MID séo técnicas que permitem a determinacgdo de propriedades fisicas
e quimicas de alimentos através de seus respectivos espectros e tém sido cada vez mais
empregadas no controle de qualidade e na caracterizagdo qualitativa e quantitativa de

produtos alimenticios (Blana al, 1999).

3.1 Aplicacdo do infravermelho em alimentos

Em vista da imensa gama de informacdes contidas no espectro do infravermelho,
nao surpreende que a técnica tenha se mostrado uma ferramenta analitica em muitas areas
como meio ambiente, biomédica, farmacéutica, nas industrias alimenticia, petroquimica,
téxtil, entre outras (Cen e He, 2007; Pasquini, 2003).

O NIR e o MID vém sendo utilizado como um método nao destrutivo que ao se
correlacionar com andlises laboratoriais gera um modelo estatistico que explica as
informacfes espectrais. Existem diversos trabalhos na literatura que faz uso destas
técnicas na area de alimentos. A Tabela 4 apresenta algumas aplicacdes em diversas
fontes alimentares (bebidas, gréos, extratos, folhas, etc.), dentre as aplicacfes destaca-se
principalmente as propriedades bioativas, que € um dos objetivos da presente tese.
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Tabela 4- Aplicac&o do infravermelho em alimentos

Material Respostas estudadas Regiao do Pré-tratamentos . MetoQog Referéncia
espectro quimiometricos
, NIR Centrar na média, alisamento (Rodriguez-Saona
Sucos Aclcares (10000-400GNTY) SNV e 22 derivada PLS et al, 2001)
Produtos de tomate Solidos totais, Brix, NIR . a N (Pedro e Ferreira,
(Lycopersicon esculentym  Licopeno e betacaroteno (10000-400@¢m?) Alisamento, MSC e 2° derivad: PLS 2005)
Mirtilo (Vaccinium Fenodlicos, flavonoides, NIR e MID a . (Sinelii et al,
corymbosum ) antocianinas, ac. ascorbica3000-4000-70@m ! SNV, 1 derivada PCAePLS 2009)
. : . MID - (Versariet al,
Vinhos Capacidade antioxidante (4400-600cnT?) Centrado na média PLS 2010)
Cebolas Allium Cepae Fendlicos e capacidade MID Normalizagéo, baseline, i
oschanini) antioxidante (4000-400 cm?) alisamento e 22 derivada PCA-DFA, PLS  (Luetal, 2011)
. SNV, centrar na média
Cha verde . L NIR ' ' PLS, SVM, BP-
(Camellia sinensis.) Capacidade antioxidante (10000-400G:TY) autoescalqdo, L\/ISC e ANN (Chenet al, 2012)
normalizacao
Extrato de bambu . L NIR Alisamento, MSC, 12 derivada, PLS, MRL, BP-
(Phyllostachys Sieb. et zue, CaPacidade antioxidante 5o 4406y SNV ANN, LS-sym  (Wuetal, 2012)
Sorgo Sorghum bicoloufL.) Fendis, taninos condensad: NIR Varios pré-tratamentos PLS modificado (Dykeset al,
Moench) e antocianina (25000-400@&m™) (N&o informou quais) 2014)
. . e - UV/VIS/NIR SNV, MSC, autoescalado, 12 e (Martelo-Vidal e
Vinhos tintos Vitis Viniferg Fendlicos (52630-400&mY) derivada, normalizacéo, baselir PLS e PCR Vazquez, 2014)
Menta Mentha Eenollcgs, flavonoides, NIR SNV, MSC, 12 e 22 derivada, PLS, LS~ (Dong, Ni e Kokot,
haplocalyxBriq.) polissacarideos e capacida ;5544 4000 DOSC SVM, LDA, 2014)
' antioxidante KNN, PCA
Erva mate l{ex . NIR a v . (Frizonet al,
Paraguariensis Fendlicos (10000-400G:nT?) MSC, 12 derivada e alisamenttc PCA e PLS 2015)

Correcgédo da linha de basBaseling; Corre¢do multiplicativa do sinal (MSC); Padronizagdo normal do sinal (SN&l)sande componentes principais (PCA); analise de funcao
discriminante (DFA); Regressao de Minimos Quadrados Parciais (PLS); Vetotes(®¢M); Redes neurais artificiais (BP-ANN); Regressao linear miltipla (MLR)in\dis
Quadrados-Vetor suporte (LSSVM), Regressao dos componentes principais (PCR); Analise discriminantélliDdd, Reconhecimento de padrdes supervisionada dos K-vizinhos
mais proximos (KNN); Correcéo direta ortogonal do sinal (DOSC); Andlise dgsocemtes principais (PCA); NIR (infravermelho préximo). MID (infraverroetiédio).
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A espectrometria do infravermelho associada a técnicas multivariada vém sendo
aplicada com sucesso em diversos materiais, desde a analise em sementes, frutos e folhas
(Dong, Ni e Kokot, 2014; Dykest al, 2014, Frizoret al, 2015; Luet al, 2011; Sinelli
et al, 2009), como tambémm produtos acabados (Chenhal, 2012; Martelo-Vidal e
Vazquez, 2014; Pedro e Ferreira, 2005; Rodriguez-Sebah, 2001; Versariet al,

2010), sendo possivel prever diversas propriedades.

Com a espectrometria NIR e MID, ao trabalhar com mirtilos, foi possivel construir
bons modelos para a determinacdo de compostos fendlicos, porém nédo foi possivel
modelar as determinagcdes de acido ascoérbico (Setedli, 2009), sendo os resultado
promissores devido aos elevados valores de correlagéo e RPD.

Dente as diversas técnicas que visam correlacionar a espectrometria
infravermelho com as analises de referéncia, nota-se pela Tabela 4 que o PLS é o mais
comumente aplicado, apresentando boas previsoes.

O pré-tratamento dos dados espectrais € muitas vezes necessarios, para se
conseguir modelar melhor as respostas de interesse, sendo que os tratamentos mais
recorrentes e que geram os melhore resultados sdo o alisamento e a corre¢des da linha de

base.
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RESUMO

A avaliacdo dos efeitos de agucares, metais, acidos e outros antioxidantes sobre a
estimativa da capacidade antioxidameitro de extrato de antocianinas purificado por
diferentes técnicas foi objetivo deste estudo. Foram avaliados trés métodos e suas
diferentes formas de expressar o resultado: ABAcapacidade equivalente ao trolox,
pelo ABTS (2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)), DRPAd (capacidade equivalente
ao trolox, pelo DPPH (2,2-difenil-1-picryhydrazyl)), DP#¥sb (reducdo de 50% do
radical, pelo DPPH), DPRKeq (reducdo da capacidade antioxidante, pelo DPPH),
FRAPreac (capacidade equivalente ao trolox, pelo FRAP (poder de reducao do ferro) e
FRAP:cso (reducdo de 50% do radical, pelo FRAP). A forma de expresséo do resultado
em EC50, para DPPH e FRAP, foram as que mais apresentaram interferéncia nos
resultados, principalmente quando aplicados em meio contendo acido tartarico e acido
ascoérbico. O método que mais mostrou coeréncia foi o ABESpois apresentou
interferéncia apenas do acido ascorbico. Este método né&o foi afetado significativamente
pelos demais interferentes adicionados a solucdo de antocianinas. Entretanto, o acido
ascorbico mostrou ser um poderoso interferente em todos os casos, devendo, pois, ser
removido do meio antes de se executar quantificagdeiso de capacidade antioxidante
de antocianinas em materiais alimentares.

Palavras chavesCapacidade antioxidante, radicais livres, compostos bioativos.
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1 INTRODUCAO

O consumo regular de polifendis, incluindo flavondides (ex.: antocianinas), acidos
fendlicos e taninos, tém sido associados a determinados beneficios a saude, como a
inibicdo da acumulacdo de colesterol sanguineo, reducdo do risco de doencas
coronarianas, prevencao de alguns tipos de cancer e diabetes, para citar apesas alg
exemplos (Hollman, 2014; Kruget al, 2014; Lachman e Hamouz, 2005; Teresa, 2014;
Yamagata, Tagami e Yamori, 2015). Em particular, as antocianinas tém sido estudadas e
utilizadas ndo apenas pelos possiveis beneficios a saude, mas também devido sua
aplicabilidade como corantesn alimentos, bem como pela sua contribuicdo na inibicéo
da oxidacdao lipidica (Zharet al, 2013).

Os ensaios para avaliagcado da capacidade antioxidantan(@®)o séo simples,

controlaveis, possuem baixo custo comparado com ensaios biologicosvd),
considerando ainda que poupam a utilizacdo de animais de experimentacao. Vale ressaltar
que um composto que apresente baixasrCéitro dificilmente apresentara alta GA
vivo. Os métodos para avaliac@ovitro da CA de materiais alimentares propostos na
literatura sdo diversos. Contudo, em situacdes especificas, alguns podem ser mais
apropriados que outros, de acordo com a hatureza dos compostos presentes na amostra
analisada. Assim, podem ocorrer divergéncias nos resultados quando se cddpiara a
vitro de um dado material aplicando diferentes técnicas. Isso ocorre porque cada método
€ baseado em mecanismos fisico-quimicos distintos, que podem ser mais ou menos
influenciados pela presenca de outros compostos comumente encontrados em alimentos,
como, agucares, vitaminas e aminoacidos (Shahidi e Zhong, 2015; &ablr2009).
Os métodos de para avaliagéovitro da CA envolvem desde ensaios quimicos mais
simples a ensaios mais complexos utilizando diversas técnicas instrumentais (Sanchez-
Moreno, 2002; Schaich, Tian e Xie, 2015). Entre os métodos mais frequentemente
relatados na literatura, tém-se as determinacdes empregando o radical ABZS
azino-bis (3-etilbenzotiazolina)) e os ensaios com o radical DRRR-difenil-1-
picryhydrazyl). Embora estes ensaios sejam geralmente classificados como reagdes de
transferéncia simples de elétrons (SET), estes dois radicais podem ser estabilizados por
reducdo direta via transferéncia de elétrons ou por extincdo radical através da
transferéncia de protons (Jimémal, 2004; Schaich, Tian e Xie, 2015).

Padrbes e mecanismos de reatividade séo dificeis de interpretar, se ndo estiverem

disponiveis informagfes detalhadas sobre a composicdo do meio e as estruturas



48

moleculares dos antioxidantes que estdo sendo testados. A reatividade € afetada pela
presenca de moléculas pequenas, tais como o acido ascoérbico e acido arico, devido ao
acessibilidade molecular, que apresentariam maior CA quando comparadas a moléculas
maiores, como 0s compostos fendlicos (Prior, Wu e Schaich, 2005; Tan e Lim, 2015).

Como ha diferentes espécies quimicas que podem originar radicais livres, ndo se
pode afirmar que haja um método simples e universal para determinar a CA com exatidado
em todos os materiais alimentares. Por conseguinte, para se ter uma avaliacdo mais exata
da CA de uma determinada substancia, € necessario saber como e quais radicais sao
gerados (Alve=t al, 2010). Para contornar essa limitacdo, preconiza-se a utilizacdo de
diferentes métodos, pois nenhum método usado isoladamente reflétiupacidade
antioxidante total” de uma amostra (Huang, Ou e Prior, 2005; Prior, Wu e Schaich, 2005)
Tabart et al. (2009) propuseram expressar os resultados da CA através da meédia
ponderada de quatro métodos, sendo a média simples ndo adequada, pois alguns métodos
apresentam altos valores, o0 que levaria a superestimar certos compostos.

Neste contexto, o presente estudo objetivou realizar uma avaliagdo comparativa
de métodos classicos de determinacao danGAtro (ABTS, DPPH, FRAP) com vistas
a discutir a adequacédo desses métodos a andlise de extratos de antocianinas purificadas
provenientes de diferentes fontes alimenticias, além de determinar a interferéncia de

algumas espécies quimicas nos resultados dessas analises.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracao, purificacdo e quantificacdo de antocianinas

Para obtencdo do extrato de antocianinas utilizado como substrato no presente
trabalho, foram utilizadas diversas fontes vegetais. As antocianinas predominantes em
cada uma dessas fontes estéo listadas na Tabela 1.

As matérias primas foram adquiridas em estabelecimentos comerciais locais, na
cidade de Vicosa, zona da Mata do estado de Minas Gerais, Brasil (Latitude: -20° 45' 14"
e Longitude: -42° 52' 55", e 648 m acima do nivel do mar, referenciado por apololl);
exceto a uva violeta que foi doada pela Estacdo Experimental de Viticultura Tropical da
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), na cidade de Jales, noroeste
do estado de Sao Paulo, Brasil (Latitude: -20° 16' 08" e Longitude: -50° 32' 45'me 476

acima do nivel do mar, referenciado por apololl) e a polpa de acai, que foi obtida de
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Belém, no estado do Paré (Latitude: -1°2A7 e Longitude: -48° 30' 16", e 10 m acima
do nivel do mar, referenciado por apololl). As amostras foram encaminhadas ao
laborat6rio e armazenadas a -80 °C até o momento da extracao.

Tabela 1- Fontes utilizadas e suas respectivas antocianinas majoritarias

Fonte Antocianinas majoritarias Referéncia
Bananeira Antocianidina 3glicosideos (Pazmifio-Duréaret al,
(Musa paradisiaca L) (Cianidina-3-rutinosidio) 2001)

Casca de berinjela

Delfinidina-3-rutinosidio (Todaroet al, 2009)
(Solanum melongepa
Casca de jabuticaba Delfinidina 3-glucosido; : .
(Myrciaria jaboticabg Cianidina 3-glicosideo (Leite-Legattiet al, 2012)
Cascas de uva violeta Antocianidina 3,5-diglicosideos
(Vitis labrusca, var BRS  (delfinidina, petunidina e (Rebelloet al, 2013)
Violeta). malvidina)
Morango TR .
(Fragaria ss) Perlagonidina-3-glicosideo (Silvaet al, 2007)
Polpa de acai Cianidina-3-rutinosideo;

(Rosso, dest al, 2008)

(Wiczkowski, Szawara-
nowak e Topolska, 2013)

(Euterpe oleracea Martins Cianidina-3-glicosideo
Repolho roxo

(Brassica oleracege Cianidina-3,5-diglicosidio

A extracao foi executada utilizandesolucao etandlica 70% v/v a pH2 (com
HCI diluido). As misturas foram mantidas em agitag&ernight, a temperatura de
8 £ 2 °Ceao abrigo de luz. Em seguida, as misturas foram filtradas e, partindo-se do
filtrado, o solvente eliminado em evaporador rotativo (MA 120, Marconi).

O residuo da evaporacao (extrato com antocianinas) foi ressuspendido em agua e
submetida ao processo de purificacdo em cartucho &kB8Rak Vac 35ce Water3. A
purificacdo visoua remocgdo de interferentes, tais como agucares, aminoacidos,
proantocianinas e outros, resultado apenas nas antociahipasficacdo seguiu o método
descrito por Rodriguez-Saona & Worolstad (2001). Inicialmente o cartucho foi
condicionado com 50 mL de metanol acidificado (0,01 % de HCI) e 50 ml de agua
destilada. Posteriormente, uma aliquota do extrato aquoso (20 ml) foi eluida no cartucho
de separacéao. Os interferentes foram removidos por meio da passagem de 100 ml de agua
destilada e 50 ml de acetato de etila. As antocianinas purificadas foram eluidas com
metanol. O solvente foi eliminado em evaporador rotativo (MA 120, Marconi) e o residuo
da evaporacao (extrato com antocianinas purificadas) ressuspendido em agua (20 ml).

Apos a purificacaqpartes iguais de cada extrato foram misturadas para obtencéo do
pool de antocianinas (contendo os varios tipos de antocianinas). A qugatingoool de

antocianinas seguiu o0 método proposto fpaleki e Francis (1968) utilizando o solvente
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etanol: HCI 1,5 moL? (85:15) para diluicio das amostras e calibragdo do
espectrofotdmetrolV-1601 PC ShimaduAs amostras foram submetidas a leitura

espectrofotométricas a 535 nm e o teor de antocianinas totais obtido pela Equacéo 1.

._AXFD

= Eqg. 01
Exb a

em que: A = Absorbancia (ABS) em 535 jnéh= Coeficiente de absortividade de
cianidinas (98,2)C’ = Concentrac¢io de antocianina (iid), expressa em cianidina-3-

glicosideo (g.1); b = espessura da cubeta (1 cm); FD = Fator de diluicdo do extrato.

2.2 Efeito de potenciais interferentes sobre a capacidade antioxidanite vitro do

extrato de antocianinas purificado

No extrato de antocianinas purificado obtido conforme o item 2.1 foram
adicionadas diferentes espécies quimicas (em concentracdes variadas) que podem

interferir nos resultados da QA vitro, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2- Concentracdes pré-definidas das diferentes espécies quimicas avaliadas na
determinacado da capacidade antioxidante (BA/)tro.

Classe do composta  Composto estudado Valor (-1) Valor (+1)
Acido ascorbico (AA) 3,30 mg/100g 1.100,54 mg/1008
Antioxidantes Acido galico (AG) 0,39 mg/100g 1,18 mg/100d
Antocianinas (At) 5,55 mg/100§ 641,01 mg/100§
. Frutose (Fru) 0,1 g/100¢ 8,2 g/100d'
Agucar redutor Glicose (Gli) 0,1 g/100g 7,2 g/100g

Acido Tartarico (Tar) 3,68 mg/100¢ 32,72 mg/100¢

Acidos 0rganicos & o malico (Mal) 34,89 mg/100gi 418,65 mg/100§

Minerais Magnésio (Mg) 3,35 mg/100 mL 159,59 mg/100g n
Potassio (K) 24,60 mg/100 mI* 598,36 mg/100§
Cisteina (Cis) 0,019/100g@ 0,029/100§

Aminoacidos Triptofano (Trp) 0,019/1008§ 0,029/100§
Tirosina (Tir) 0,049/1008 0,06g/100§

Concentracao referente as seguintes fontes e autores: @aalsa2007): Graviola?;, (Ribeiro, 2012)
camu-camp (Rampazzo, Takikawa e Haminiuk, 2012): amipr@morangd; (Teixeira, Stringheta e
Oliveira, 2008): Rom&; JabuticabScherer, Rybka e Godoy, 2008): Beterfaha/a$; acaf caju;
acerold; (Morgano, Queiroz e Ferreira, 1999): suco de gdiabao de uvd (Gondimet al, 2005): casca
de tangerind, (TACO, 2011): mamag; repolhd; alfacé; banang mang4& alho por&

2.2.1 Efeito dos acidos galico e ascoérbico

Nesta etapa, avaliou-se o efeito sobre a capacidade antioxidante do extrato
antocianico quando estéo presentes no meio dois outros compostos que também tém acéo
antioxidante, os acidos galico e ascorbico. Foi utilizado o planejamento de mistura
simplex-centroid aumentado (MSCD), considerando a concentracdo intermediaria

preestabelecida. Foram consideradas as varigveiacido ascorbicog. = acido galico
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e X3= antocianinas, estudando-as puras e em misturas binarias e terciarias. Os ensaios

foram aleatorizados (Tabela 3) e os experimentos realizados em duplicata.

Tabela 3- Variaveis utilizadas no planejamento de mistura simplex-centroid (MSCD).

Ensaio Acido ascérbico (mL) Acido galico (mL) Antocianinas (mL)
8 66,70 16,70 16,70
7 33,33 33,33 33,33
2 0,00 100,00 0,00
3 0,00 0,00 100,00
6 0,00 50,00 50,00
4 50,00 50,00 0,00
1 100,00 0,00 0,00
10 16,67 16,67 66,67
5 50,00 0,00 50,00
9 16,67 66,67 16,67
C* (mg-100 mL) 552 0,80 324

* concentracao intermediaria usada nas misturas (baseado nos limites +1 e -1 da) Tabela 2

Modelos de regressao multiplas (linear (Eq. 2a) e quadratico (Eq. 2b)) foram
utilizados para interpretacéo dos dados.
Y=PBx) + Boxy + Byxs Eq.: 2a

Y= Byx) + Byxy + Byxs + By By + By By + ByByxs Eq.: 2b
onde Y representa a fungéo resposta dos dados experimentais para cada métgdo de CA
X1, X2 € X3 S80 as variaveis independentes e correspondem a porcentagem de &cido
ascorbico, acido galico e antocianinas, respectivamefifi@os coeficientes estimados.
Os modelos foram avaliados usando a ANOVA: para aqueles que né&o
apresentaram falta de ajuste foi construida a superficie de resposta. Os calculos e graficos

foram executados pelo software Statisti®g\7. 7.0, Statsoft Copyringht, Inc.).

2.2.2 Efeito de outros antioxidantes, acUcares redutores, acidos organicos, minerais e
aminoacidos
Nesta etapa, foi avaliado o efeito de diferentes misturas de compostos
frequentemente presentes em matrizes alimentares de origem vegetal (Tabela 2)
incluindo antioxidantes (acido gélico e ascorbico), agucares redutores (frutose e glicose),
acidos organicos (acidos tartarico e malico), minerais (magneésio e potassio) e aminoacido
redutores (cisteina, triptofano e tirosina). Aplicou-se o planejardefiackett-Burman
(PBD), com a finalidade de identificar nas misturas os principais componentes que
influenciam a capacidade antioxidantevitro. Este planejamento é utilizado como

triagem multifatorial rapida para encontrar os fatores independentes mais significativos,
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ndo considerando o efeito das interacdes (Alvarez-Gasals 2014; Liet al, 2009;
Plackett e Burman, 1946). Os fatores foram avaliados por meio do ajuste de uma equacao
polinomial de primeira ordem. Cada fator foi testado em niveis de baixa (-1) e alta
concentracdo (+1). Quinze variaveis (incluindo trés variaVeismmy$ foram
selecionados em 16 ensaios experimentais. O PBD (Tabela 1, material suplementar) foi
desenvolvido utilizando o software Statistic& (V. 7.0, Statsoft Copyringht, Incg
realizado em duas repeti¢cbes. A fim de facilitar a visualizagdo dos fatores importantes,

um diagrama de Pareto padronizado foi utilizado, estipulando a = 0,05.

2.3 Ensaiosin vitro de capacidade antioxidante

Para todas as misturas apresentadas na sec¢éo 2.2, foram realizadosefitsaios
de avaliacdo da CA por trés diferentes métodos, conforme descrito nas secfes
subsequentes. O antioxidante padréao utilizado em todas as determinagdes TEAC foi o

antioxidante sintético trolox nas concentra¢des de 20 a 300 pmol-L™2.

2.3.1 DPPH

Foi empregada a medida da capacidade sequestraste de radicats @d2ekita
por Pukalskas et al. (200 Brand-Williams, Cuvelier, & Berset (1995) com
modificacdes. A Solucao de 2,2-difenil-1-picril hidrazina (DPPH) foi preparada a uma
concentragdo de 0,1 mM e mantida no escuro entre as andlises. Para que ndo ocorresse
variacdo no preparo dessa solucdo, o controle da concentracéo foi realizado através da
correcdo da absorbancia, adotasel@-absortividade molar (g) de 12509 L-mol™* (Brand-
Williams, Cuvelier e Berset, 1995).

O radical DPPHM a 0,21mM (3,5mL) foi adicionado a amostra (0,5mL), sendo
vigorosamente agitada em vortex (Phoenix Luferco, AP56), mantendo-se em repouso por
30 min a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida a 517 nm
utilizando um espectrofotometr@\-1601 PC,Shimatzu). A leitura do branco (alcool
etilico 80%) e das solucdes padrbes seguiram o mesmo procedimento da amostra.

A capacidade sequestrante do radical DPPH (DREHnas solugbedoi

calculada pela Equacgéo 3:

DPPH,
x 100 Eq.: 3

% sequestrante = 1 - DPPH.
B

em que DPPK- = absorbancia apos 30 minutos de reacdo; RERthsorbancia do

branco.
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A EC50 foi calculada utilizando como base as propor¢cdes necessarias para
determinar a concentracdo que ocasionava a reducédo de 50% do. ReR#lu-se o
radical DPPHF com amostras em diferentes concentragcfes, obtendo-se um grafico de ABS
vs concentracdo de amostra (Brand-Williams, Cuvelier e Berset, 1995). Através da
equacao da reta foi obtido a EC50, para o método com o DPPH £iPH

O coeficiente da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) foi obtido
apos plotagem das absorbancias (517nm) em funcdo das concentracdes conhecidas das

solugdes trolox (Ret al, 1999). O DPPltac foi expresso emM Trolox-mL™,

2.3.2 ABTS

A determinagdo da capacidade antioxidante com o radical cationico *ABTS
(2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolina) foi realizada baseado no método descrito por Re et
al., (1999). Solugdes contendo ABTSoram preparadas misturando-se soluc¢des de
7 mM do reagente ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio (1:1Avfwistura
foi mantida ao abrigo da luz, a 30, por 15 minutos e, em seguida, diluida em etanol
(80%) até atingir uma absorbéancia a 734 nm igual a 0,700 (x0,05).

As amostras (0,5mL) foram misturas ao ABTS,5mL), sendo vigorosamente
agitadas em vortex (Phoenix Luferco, AP56) e mantidas no escuro por 6 min, sendo as
medidas de absorbancias realizadas a 734 nm (espectrofotbmetro UV-1601 PC
Shimadz). As mesmas condi¢cdes foram empregadas com as solucdes padrao de trolox.

O coeficiente da capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) foi obtido
apos plotagem das absorbancias (734nm) em funcédo das concentracdes conhecidas das

solucdes trolox (Ret al, 1999).0 ABTSreac foi expresso emM Trolox-mL™,

2.3.3 FRAP

O método FRAP foi realizado segundo Oyaizu (1986), citado por Yen, Chen, &
Science (1995). Amostras (1mL) foram misturadas a 1 mL de solucédo tampéao fosfato
pH 6,6 e 1,5 mL de solucao de ferrocianeto de potassio 1% (m/v). As misturas resultantes
foram incubadas a 5 por 30 minutos. Decorrido esse tempo, adicionou-se 1,5 mL de
acido tricloroacético a 10% (m/v), e, em seguida, centrifugou-se (Fanem, Excelsa Il
206MP) a 5000 por 10min. Uma aliquota de 2,0 mL do sobrenadante foi coletada e a ela
misturou-se 2,0 mL de &gua destilada e 0,5 mL de solugédo de cloreto de ferro a 0,1%

(m/v). Essa mistura foi agitada vigorosamente em vortex (Phoenix Luferco, AP56) em
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entdo mediu-se a absorbancia a 700 nm (espectrofotometro UV-1601 PC Shimadzu). A
andlise do branco (dgua destilada) e do padréo (trolox) seguiu 0 mesmo procedimento.

A EC50 foi calculada utilizando como base as propor¢gbes necessarias para
encontrar uma absorbancia de 0,500, através da equacédo da reta das amostras em
diferentes diluicdes (FRA®Rs(). O coeficiente da capacidade antioxidante equivalente ao
trolox (TEAC) foi obtido apds plotagem das absorbancias (700 nm) em funcéo das
concentracdes conhecidas das solugdes troloxe(Ra, 1999), sendo o resultado

(FRAPreac) expresso emM trolox-mL™,

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito dos &cidos gélico e ascorbico sobre a capacidade antioxidaimteitro do
extrato de antocianinas
Na Tabela 4 estdo resumidamente apresentados os dados dos modelos ajustados.
Todos os fatores lineares que foram significativos (p<0,05) influenciaram positivamente
a capacidade antioxidante. Pelo efeito positivo, observa-se que a medida que se aumentou
a concentracao dos fatores (antocianinas, acido galico e acido ascorbico), a capacidade

antioxidante também foi aumentada.
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Tabela 4- Coeficiente dos modelos para cada metodologia e método de expressao do
resultado da capacidade antioxidanteitro.

Método e expressao d Fator Coeficiente  Erro t(17) P

resultado

AA 14,05 1,21 11,65 0,00

) ABT Steac AG -0,27 1,20 -0,22 0,83

Antocianinas 65,27 1,20 54,28 0,00

AA 17,79 1,11 15,97 0,00

DPPHreac AG -0,48 1,11 -0,43 0,67

Antocianinas 54,67 1,11 49,19 0,00

AA 80,23 3,41 23,51 0,00

AG 3,26 3,40 0,96 0,35

- N Antocianinas 89,38 3,40 26,30 0,00

) DPPHused AA*AG 21,67 1569 -138  0.19

AA *Antocianinas 25,87 15,69 1,65 0,12

AG * Antocianinas 154,74 15,67 9,88 0,00

AA 22,27 57,15 0,39 0,70

AG 771,03 56,91 13,55 0,00

DPPHecs Antocianinas 20,50 56,91 0,36 0,72

AA*AG -1572,92 262,80 -5,99 0,00

AA *Antocianinas 185,73 262,80 0,71 0,49

AG * Antocianinas -1615,02 262,36 -6,16 0,00

AA 53,10 143,61 0,37 0,72

AG 1917,09 143,01 13,40 0,00

FRAP:cso Antocianinas 48,10 143,01 0,34 0,74

AA*AG -3950,38 660,37 -5,98 0,00

AA *Antocianinas 469,25 660,37 0,71 0,49

AG * Antocianinas -4011,88 659,27 -6,09 0,00

AA 28,75 2,88 9,99 0,00

™) FRAPreac AG -1,16 2,87 -0,40 0,69

Antocianinas 118,20 2,87 41,19 0,00

* Amostra diluida 100X. AA= Acido ascoérbico. AG = Acido galiddegrito: significativo ao
nivel de significancia de 0,05. *Métodos que apresentaram falta de ajuste ndcatigaifa
a=0,05 (Tabela 2, material suplementar)

Dentre os métodos utilizados e as diferentes formas de expressao dos resultados,
ABTSteac, DPPHeseq € FRAPreac apresentaram modelos com falta de ajuste néo
significativa (Tabela 2, material suplementar). Para tais métodos uma discussdo é
apresentada a seguir. Os métodos com falta de ajuste nao significativa foram
influenciados pela presenca de &cido ascorbico e de antocianinas no meio, sendo o efeito
dessas ultimas mais pronunciado que o do &cido ascérbico. Uma possivel explicacéo para
isso estaria nas diferencas de estrutura molecular e de propriedades quimicas dos
compostos. As antocianinas possuem anéis aromaticos e hidroxilas fenélicas, o que lhes
confere a propriedade de estabilizar, por ressonancia, elétrons desemparelhados de
radicais livres, o0 que se traduz como uma capacidade antioxidante mais pronunciada. Cao,

Sofic, & Prior, (1997)e Rice-Evans, Miller, & Paganga, (1996) reportaram que a
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diferenca entre a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos séo correlacionadas a
estrutura molecular especifica de cada composto (numero de grupos OH fendlicos e tipos
de cadeia lateral ligada aos anéis aromaticos). Uma maior propor€ate fdmolicos

livres geralmente se correlaciona com uma maior capacidade antioxidante do composto
Ja o acido ascorbico reage facilmente comxa®meio, reduzindo a disponibilidade
deste para outras reacdes de oxidacdo, onde j4 se miostrind que a capacidade
antioxidante dos flavonoides (grupo ao qual pertencem as antocianinas) € maidaque
vitaminas C (Rice-Evans, Miller e Paganga, 1996). O acido galico potencializou o efeito
antioxidante das antocianinas, representado pelo efeito significativo da interacdo entre
esses dois compostos, quando utilizando DREHESste resultado mostra que o &cido
galico apresenta maior efeito quando antocianinas estdo presentes.

Todos os modelos foram significativos, porém alguns apresentaram falta de ajuste
significativa a o = 0,05 (Tabela 2, material suplementar). Os modelos que néo
apresentaram falta de ajuste (p>0,05) podem ser considerados preditivos e, para estes, 0s
graficos de contorno foram gerados (Figura 1).

AB-I;ISTEAC DPP:‘%:Sec.]k FRAPreac

At

0,0041.00 0,0041,00

1,00
0,00 025 0,50 075 1,00

AA AG

"000 025 050 075 100

Figura 1 — Diagrama de contorno para cada metodologia que apresentou falta de ajuste
ndo significativa. At= Antocianinas. AA = Acido ascorbico. AG = Acido gélico. Modelos
lineares= ABTSteac € FRAPTEAC. Modelo quadratico = DPPHo,seq (* Amostra diluida
100X)

A analise dos graficos mostra que o fator com maior influéncia foi a concentracéo
de antocianinas. A contribuicdo isolada desse fator (vértices superiores) apresentou 0s
mais altos valores na capacidade antioxidante segundo todos os trés métodos. Além disso,
€ possivel notar que quando se aumenta a concentracao do acido galico (vértices inferiores
direitos), a capacidade antioxidante avaliada pelos trés métodos apresentou tendéncia a
valores minimos. Para os antioxidantes isolados o que menos contribuiu com a

capacidade antioxidante foi o acido galico, isso provavelmente deve-se a concentracao
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utilizada (concentracdo média encontrada naturalmente nos vegetais € baixa) e também a
sua estrutura, que pode apresentar acdo pro-oxidante (Alves et al., 2010).

Osresultados de correlacdo entre os valores de capacidade antioidatrte
avaliada e expressa segundo as diferentes técnicas aplicadas no presente estudo, sdo dadc
na Tabela 5. Métodos com alta correlacdo podem ser utilizados indistintamente, sem

prejudicar a interpretacdo dos resultados, pois trazem informagdes semelhantes.

Tabela 5- Correlacéo entre os diferentes métodos de capacidade antioxidante in vitro.
Método e expressac
do resultado

ABTSteac FRAPreac DPPHeac DPPHeseq DPPHecso FRAPecso

ABTSreac - 0,99 0,99 0,78 -0,47 -0,47
FRAPreac - 0,99 0,79 -0,48 -0,48
DPPHreac - 0,82 -0,52 -0,52
DPPHyseq - -0,79 -0,79
DPPH:cso - 1,00
FRAP:ecso -

Esses resultados indicam que os resultados expressos em EC50, pelo DPPH e
FRAP, foram os que apresentam a mais alta correlacdo (1,00), jA quando estes foram
comparados com TEAC apresentataixas correlagdes (<-0,52). Apesar dos resultados
entre a expressao eBC50 apresentarem boa correlacdo (Tabela 4), eles apresentaram
falta de ajuste significativa (Tabela 2, material suplementar), ndo sendo, pois, indicados
para explicar a variacdo da capacidade antioxidante do extrato de antocianinas analisado.

Os resultados expressos em TEAC apresentaram alta correlagdo (0,99). Altas
correlacdes entre esses métodos ARTBPPH ja foram relatadas na literatura e a
tendéncia € que o ensaio com o radiaPH proporcione valores médios mais baixos
em relacdo ao ABTS (Keveesal, 2007; Tabarét al, 2009). O fato de ambas as reacdes
terem mecanismos similares (transferéncia simples de elétr®iT) pode ser a
explicacédo para a alta correlacéo entre os seus resultados (Prior, Wu e Schaich, 2005).
Além da elevada correlacéo (0,99) apresentada pelos métodosrAB EF-RAPreac
estes métodos apresentaram falta de ajuste nao significativa (p>0,05), explicando bem a
variacdo dos dados.

O método DPPHseq apresentou falta de ajuste ndo significativa (p>0,05),
podendo assim, explicar bem a variacdo dos dados, porém sua utilizacdo em substituicao
aos demais métodos apresentados neste estudo, precisa ser avaliada, em razao da

correlacéo verificada<(Q,80). Outro inconveniente desse meétodo é a necessidade de se
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informar a diluicdo aplicada a amostra durante as analises, dado nem sempre relatado nos

artigos, o que inviabiliza a comparacgéo de dados experimentais com aqueles da literatura.

3.2 Efeito de acgucares redutores, acidos organicos, minerais e aminoacidos sobre
a capacidade antioxidanten vitro do extrato antocianico
Através do PBD foi possivel identificar, dentre varios compostos (agUcares
redutores, acidos organicos, minerais, aminoacidos e outros agentes com acao
antioxidante) normalmente encontrados em matrizes alimentares, que influenciaram de
forma mais pronunciada os valores de capacidade antioxidante avaliada por meio das
diferentes metodologiasn vitro. Nos graficos de Pareto (Figura 2), os efeitos

padronizados estédo representados na ordem de magnitude absoluta; a vertical tracejada

indica o limite de significanciaxc0,05).
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Figura 2 — Graficos de Pareto dos efeitos estimados do delineamento Plackett-Barnman.
AA = 4cido ascorbico, AG= 4cido galico; At = antocianinas; Fru= frutose; Gli=glicose;

Tar=4cido tartarico; Mal=4acido malico; Mg=magnésio; K=potassio; Cis= cisteina;
Trp=triptofano; Tir=tirosina. *Amostra diluida 250X.
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As variaveis mais significativas foram o acido ascoérbico e antocianinas, pois
influenciaram os resultados de todos os métodos de andlise, exceto os resultados do
FRAPreac (ndo influenciado pelas antocianinas). Isso pode ser resultado de o &cido
ascorbico apresentar grande poder de reducdo e gerar novas espécies redutoras na
presenca de Bt Essas novas espécies redutoras podem ter causado maior reducéo do
complexoFe**/ferricianeto (principio do método do FRAP), resultando assim em uma
maior atividade, demonstrando um maior efeito do acido ascorbico quando comparado
com as antocianinas presentes no meio.

Os resultados obtidos via método FRAP foi influenciado por diversos dos fatores
estudados (acido ascorbico, &cido tartarico, triptofano, magnésio e potassio). Uma
explicacdo possivel para os efeitos do magnésio e do potassio (resultados superestimados)
€ a menor eletronegatividade desses elementos comparada a do ferro, ou seja, eles tém
maior facilidade em ceder elétrons. Assim sendo, sua presenca pode favorecer a reducéo
do ferro, que é o mecanismo em que se baseia esse método de analise. Diante desse
resultado, para andlisen vitro da capacidade antioxidante de materiais contendo
antocianinas e ricos em magnésio e potassio, hdo se sugere preconizar o método FRAP.

Ao se utilizar um antioxidante como padrdo para expressdo dos resultados
(TEAC), utilizando o método ABTS ou DPPH, observou-se efeito significativo apenas
das antocianinas e do acido ascérbico. O acido galico, apesar de ser um polifenol, nao
aumentou significativamente a capacidade antioxidante dos extratos de antocianinas,
segundo os resultados dos métodos de ABASe DPPHreac, isso pode dr sido
resultado da baixa concentracdo utilizada nos ensaios, sendo estas as concentracdes
naturalmente encontradas.

Os resultados obtidos com o método do DPPH, expressos em termos de EC50,
foram significativamente afetados pelos fatores acUcares, acidos organicos e o
amino@cido cisteina. Desta maneira, antes de aplicar essa metodologia, € recomendéavel a
remocao desses potenciais interferentes, principalmente o acido tartarico, que foi o
composto ndo antioxidante que apresentou maior influéncia. Isso pode ser atribuido a
modificacdo do pH, pois ja é sabido que varia¢cdes do pH levam a varia¢gdes nos resultados
usando DPPH (Ozcelik, Lee e Min, 2003), ressaltando-se que a influéncia do pH sobre as
propriedades antioxidantes dos compostos ainda nédo estad totalmente elucidada
(Dawidowicz, Wianowska e Olszowy, 2012). Outros autores relataram que o método do

DPPH para medir CA apresenta inconvenientes por ser afetado por muitos interferentes
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tai como metais e acucares (Dawidowicz, Wianowska e Olszowy, 2012; Prior, Wu e
Schaich, 2005).

Normalmente o PBD é utilizado como triagem multifatorial inicial, sendo
necessario posteriormente realizar experimentos adicionais para melhor explicar a
variacao do efeito observado em funcao da variacdo dos fatores considerados. Porém, no
presente trabalho, apenas a simples observacao do efeito ja € conclusiva, uma vez que 0
ideal seria que os métodos empregados fornecessem resultados néo influenciados pela
presenca de outros compostos nao antioxidantes.

Globalmente, os resultados desse estudo sugeren) guietdicado a utilizacao
dos métodos (ABTfsac e DPPHreac) que possuem menos influéncia dos interferentes
edudadosii) € recomendado, antes de realizar os ensai@Ada vitro, a inclusdo de
uma etapa preliminar nos protocolos experimentais visando a remocdo dos compostos

gue provavelmente mais interferem nos resultados da metodologia a ser utilizada.

4 CONCLUSAO

A determinacao d&€A de antocianinas por DPRk, pode ser utilizada, porém
deve-se remover acidos organicos (e/ou controlar o pH do meio) e indicar a diluicdo
utilizada (dado que pode dificultar a comparacdo com a literatura, pois € um dado quase
sempre omitido nos trabalhos publicados).

O método DPPEtso foi 0 que apresentou maior influéncia dos interferentes
(cisteina, frutose, glicose, acido malico e tartarico) e ao trabalhar apenas com compostos
antioxidantes, o método apresentou falta de ajuste, sendo este o0 método menos indicado.

O método FRAP ndao é indicado p&a dos compostos estudados pois apresenta
muito interferentes (acido ascérbico, acido tartérico, triptofano, Mg e K). Para sua
utilizacao tais interferentes devem ser removidos, e os resultados expressos em TEAC
por ser um método (FRAEAc) que n&o apresentou falta de ajuste.

No entanto, se se desejar apresentar a capacidade antioxidante responsavel apenas
pela antocianina € necessario a remoc¢ao do acido ascoérbico, que apresenta uma alt
contribuicdo na capacidade antioxidante em todos os métodos estudados.

Os métodos ABT{ac € DPPHreac apresentaram influéncia apenas dos agentes
antioxidantes, sendo o ABTSc 0 que apresentou melhor desempenho por néo ter

apresentado falta de ajuste.
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ARTIGO I

DETERMINACAO RAPIDA DE ANTOCIANINAS, POLIFENOIS E
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE REPOLHO ROXO
(Brassica Oleracea) POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM
METODOS QUIMIOMETRIC OS

RESUMO

O desenvolvimento de um método para a determinacdo de antocianinas totais e
monomeéricas, polifendis totais e capacidade antioxidante em extrato de repolho roxo
(Brassica Oleraceaempregando espectroscopia na regido do infravermelho préximo
(NIR), infravermelho médio (MID) e quadrados minimos parciais (PLS) foi o objetivo
deste trabalho. Extratos de repolho roxo obtido com solugdo etandlica 70% (v/v) foram
concentrado até 9Brix e diluidos em propor¢cbes de 5 a 100 % em &gua para
determinacdo das propriedades: antocianinas totais e monomeéricas, polifendis totais e a
capacidade antioxidante. Espectros NIR (10000 a 4000 empregando absorbanea

MID (4000 a 65@m?) empregando refletancia total atenuada (ATR) foram obtidos a
partir das mesmas amostras. Os extratos apresentaram antocianina total de 21,95
595,72mg L1, antocianina monomérica de 23,0%88,24 mg- L}, polifendis totais de
42,94-1073,39mg L, e a capacidade antioxidante pelo método ABTS e DPPH variou

de 0,20- 5,90 e 023- 4,90 uM trolox-mL, respectivamente. Aplicou-se a regresséo
PLS1 aliada ao método de selecao dos preditores ordenados (OPS). Foi aplicada também
a regressao simultanea de todas as propriedades (PLS-2). Os modelos PLS-OPS
apresentaram os melhores resultados de predicdo com coeficientes de cofrglacao
>0,99, relacdo de desempenho do desvio (RPD) >5,80 e erro médio relativo (%E) < 10%.
Os espectros NIR forneceram os melhores modelos para antocianinas monoméricas e
capacidade antioxidante, pelo ABTS e DPPH, com erro médio quadratico de previsdo
(RMSEP) de 32,23, 0,21 e 0,13, respectivamente; ja os espectros MID foram mais
preditivos para antocianinas totais e polifendis totais, com RMSEP de 14,31 e 34,62,
respectivamente. O método apresentado mostrou-se simples, exato e rapido para
determinar a qualidade de extrato de repolho roxo utilizado nas industrias de alimentos.

Palavras chavescompostos fendlicos, ABTS e DPPH.
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1 INTRODUCAO

As antocianinas pertencem a classe dos compostos fendlicos e apresentam a
caracteristica de fornecer cor, que varia desde o azul ao vermelho. Uma variedade de
vegetais produz estes compostos que sdo consumidos pelos seres humanos, sendo G
consumo regular associados a determinados beneficios a saude, como a inibicdo da
acumulacdo de colesterol sanguineo, reducdo do risco de doencas coronarianas,
prevencdo de alguns tipos de cancer e diabetes, entre outros beneficios (Hollman, 2014;
Kruger et al, 2014; Lachman e Hamouz, 2005; Teresa, 2014; Yamagata, Tagami e
Yamori, 2015).

Atualmente, além da ocorréncia natues antocianinas podem ser encontradas
em alimentos industrializados, uma vez que a industria de alimentos tem utilizado
extratos vegetais para conferir cor aos alimentos e aumentar o interesse do consumidor
por produtos “mais saudaveis”. Dentre as diversas fontes de antocianinas, destaeam-
uva e o repolho roxo, que sao empregados comercialmente como fonte desse pigmento
(Constant, 2003; Teixeira, Stringheta e Oliveira, 2008). Na industria de alimentos, o
repolho roxo apresenta vantagem comercial por ser uma fonte de menor custo quando
comparado a uva (Teixeira, Stringheta e Oliveira, 2008).

Nao hé limite maximo para adi¢do de antocianinas como corante em alimentos
(BRASIL, 2001), sendo estes comercializados na forma de extratos concentrados, em po
ou solugcdes (Hamerski, Rezende e Silva, 2013). A composicado e concentracdo dos
extratos vegetais sdo variaveis, sendo de grande importancia a caracterizacdo e
quantificacdo dos compostos presentes, uma vez que é necessaria para correta utilizacdo
e padronizacdo dos alimentos.

As andlises convencionais para a determinacdo dos compostos bioativos utilizam
métodos que consomem muito tempo e utilizam diversos reagentes quimicos, como
alcool, metanol, acetona, Fohl@iocalteau, trolox, radicais ABTSQ,2’-azinobis-3-etil-
benzotiazolina-6-sulfonado) e DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazina), entre outros (Pérez-
Jiménezet al, 2008). Por outro lado, os meétodos que empregam a técnica de
espectroscopia no infravermelho associada a métodos de regressdao multivariada
fornecem resultados rapidos e exatos (Pasquini, 2008t &ly 2008), além de ser um
meétodondo destrutivposem consumo de reagentes e que nao geram residuos (Btontes
al., 2013; Pasquini, 2003).
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Diante disto, é crescente o interesse por parte de muitos grupasjdsae industria
pela aplicacdo da espectroscopia vibracional aliada a regmesdiicariada para realizar
andlises quantitativas. Muitos trabalhos ja vém sendo realizadtss drea endiversas
amostras alimentares e na determinagcdo de varias propriedades: e€bingl(i2009)
determinou antocianinas, flavonoides, polifendis e acido ascérbico em mirtilos; @ykes
al. (2014) analisou o teor de polifendis totais, taninos condensados e antocianinas em
sorgo; Wuet al, (2012) quantificou a capacidade antioxidante em extrato de bambu;
Dong, Ni e Kokot (2014) trabalhou com menta avaliando polissacarideos, polifendis
totais, flavonoides e capacidade antioxidante; entre outros.

Todavia, néo foi encontrado trabalho que tenha construido modelos de regresséao
multivariada a partir de espectros obtidos de diluicbes de extrato vegetais para quantificar
todas as propriedades estudadas neste trabalho. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
propor um método simples e rapido para determinacédo de antocianinas, polifendis totais
e capacidade antioxidante no extrato de repolho roxo usando a espectroscopia do

infravermelho préximo (NIR) e distante (MID) aliadas a regresséo PLS.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do extrato e analises de referéncia

Amostras de repolho roxo Bfassica oleracea foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais, na cidade de Vicosa, zona da Mata do estado de Minas
Gerais, Brasil (Latitude: -20° 45' 14" e Longitude: -42° 52' 55", e 648 m acima do nivel
do mar, referenciado por apolol11) entre outubro de 2013 e outubro de 2014.

As amostras foram encaminhadas ao laboratério e a extracdo realizada
imediatamente ap0s a aquisicdo das amostras. O material foi triturado em solucéo
etandlica 70% (v/v) em volume suficiente para cobrir o material sélido. A mistura foi
acidificada com HCI 1,5 mdl™! até pH 2 e deixada em repouso em auséncia de luz por
24 ha7°C x1°C. Apés 24 h as amostras foram filtradas a vacuo em papel Whatman
n° 1. O solvente do extrato foi removido até a concentracéo de 9 °Brix em evaporador
rotativo (MA 120, Marconi), sendo os extratos misturados e mantidos sob congelamento
(-18° C) até o momento da andlise. Antes das analises foram realizadas 38 diluigbes

seriadas, contendo de-3.00 % do extrato em agua destilada.
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Um segundo conjunto de amostras de repolho roxo foi obtido no més de abril de
2015, a fim de obter amostragem representativa dos extratos de repolho. O processo de
extracao foi realizado imediatamente ap0s a coleta seguindo o protocolo descrito para o
primeiro conjunto. Neste segundo momento foram realizadas 11 diluicbes seriadas,
contendo de 5 100 % do extrato. Os dois conjuntos (extrato concentrado e diluicdes)
totalizaram 49 amostras.

As andlises de antocianinas totais, antocianinas monomeéricas, polifendis totais
capacidade antioxidante (pelos radicais ABTS e DPPH) foram realizadas no extrato
concentrado e nas suas diluices conforme descritos nos itens a seguir. Todas as analises

foram realizadas em duplicata.

2.1.1 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método de Fuleki e Francis
(1968) utilizando o solvente etanol: HCI 1,5 rhdi (85:15) para diluicdo das amostras e
calibracdo do espectrofotometrdJ\(-1601 PC Shimadzu). As amostras foram
submetidas a leitura espectrofotométricas a 535 nm e o teor de antocianinas totais obtido
pela Equacéo 1.

. AxFD
 Exb

Eq. 01

em que: A = Absorbancia (ABS) em 535 ;néx Coeficiente de absortividade de
cianidinas (98,2)C’ = Concentra¢do de antocianina (mgL™), expressa em cianidina-3-

glicosideo (g.1); b = espessura da cubeta (1 cm); FD = Fator de diluicdo do extrato.

2.1.2 Antocianinas monoméricas
A determinacdo das antocianinas monomérfoa obtida pelo método de pH
diferencial (Giusti e Wrolstad, 2001). As amostras foram diluddatampéo de cloreto
de potassio a 0,02B0l-L (pH 1) eem tamp&o acetato de sédio, &41-Lt (pH 4,5).
Realizousea leitura a 510 nm e 700 rem espectrofotdmetrdfV-1601 PC Shimadzu)
calibrado com agua destilada. A absorbancia geral (A) das diluicdes foi obtidiapela
Equacao2:
A = (As1onm— A700nm) pH1,0— (As10nm— A700nm) pH4,5 Eq. 02
A concentracdo das antocianinas monomeéricas foi encontrada pela Equacao 3:
Antocianinas monoméricas (mg) = (A x PM x FD x 1000)/¢ x 1) Eq. 03
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em que: PM = 449,2 (cianidina-3-glucosidolD = fator de diluicdado extrato para

leitura; e = 26900 (cianidina-3-glucosido em tampéao pH 1).

2.1.3 Polifendis totais

Para a eliminacdo dos interferentes dos compostos fendlicos, as amostras foram
eluidas em cartucho de separacdo C18 (Sep-Pak Vae 3Baters), para remocao dos
interferentes da andlise (acido ascorbico, aglcares e amino&cidos) (Moeitd010).
Inicialmente o cartucho foi condicionado com 50 mL de metanol acidificado (0,01 % de
HCI) e 50mL de agua destilada. Posteriormente, uma aliquota de 20 mL do extrato
aquoso foi eluida no cartucho de separacdo. Os interferentes foram removidos por meio
da passagem de 100 mL de &gua destilada pelo cartucho, ficando os polifenéis adsorvidos.
O extrato polifendlico livre de interferentes foi eluido do cartucho comL5@e metanol
(Noratto et al, 2010). O metanol foi eliminado em evaporador rotativo (MA 120,
Marconi) e a amostra redissolvida em agua destilada.

O teor de fendlicos totais nos extratos foi estimado utilizando-se o reagente de
Folin-Ciocalteau, de acordo com o método proposto por Singleton, Orthofer e Lamuela-
Raventos (1999). A absorbancia em 760 nm foi lida em espectrofotdmetro (UV-1601 PC
Shimadzu) contra o branco. Uma curva padrao de acido gdlico foi utilizada para expressar
os resultados em Equivalentes de Acido Galico (AGE) e o valor final expresso em mg

AGE (acido galico equivalente) por litro de amostra.

2.1.4 Capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi avaliada pelo ensaio TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao trolox) com o radical ABT8t(&e 1999)e
DPPH (Kim et al, 2002 com modificacdes). O antioxidante padrao utilizadoofoi
antioxidante sintético trolox nas concentracdes de 20 a 300 pmol-L™? e o resultado
expresso emM Trolox-mL™2.

O céation ABTS* (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado) foi formado a
partir da mistura das soluges aquosas de 7 tarhole ABTS e 2,45 mmdl? de
persulfato de potassio (1:1), incubada a 50°C e na auséncia de luz, por 15min
Transcorrido esse tempo, a solucéo foi diluida em etanol 80% até se obter uma solucéo
com absorbancia de 0,700 (x 0,05), a 734 nm (espectrofotordr@601 FC
Shimadzu). O DPPH(2,2-difenil-1-picril hidrazina) foi preparado a uma concentragao

de 0,1 mmoL?, em etanol 80%, usando a ABS para corre¢éo da concentragao.
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O espectrofotdmetro foi calibrado com solucéao etandlica 80%. Para a reacéao foi
utilizado 0,5 mL da amostra e 3,5 mL do radical, sendo o tempo da reagao com o radical
ABTS"™ de 6 min (Reet al, 1999) e com o DPPHde 30 min (ap6s determinacdo de
cinética). A leitura apos as reac6es com ABTSI realizada a 734 nm e com o DPPH
a 517 nm em espectrofotbmetro (UV-1601 PC Shimadzu). Para construgdo da curva
padréo (trolox) e o branco (etanol 80%) seguiu-se 0 mesmo procedimento da amostra.

2.2 Obtencao dos espectros infravermelho e tratamento quimiométrico dos dados.

Os espectros NIR e MID foram adquiridos imediatamente ap0s a realizacédo das
analises de referéncia. Dois espectros de cada amostra foram obtidos com 32 varreduras
cada, usando softwaredo instrumento. Para ambos o0s espectros, o branco foi realizado
com agua destilada no inicio e a cada 10 leituras para evitar deslocamento excessivo da
linha de base e remover a informacéo da agua.

As leituras na regido do infravermelho proximo (NIR) foram realizadas em um
espectrometro com transformada de Fourier, modelo Variad®66om acessorio para
cubeta no modo transmitancia. Aplicou-se o logaritmo do inverso da transmitancia para
obter a absorbancia, que foi usada para construir os modelos. Uma aliquota do extrato,
sem tratamentos prévios, foi adicionada a cubeta de quartzo com caminho Optico de
5 mm.A faixa investigada foi de 10000 a 4000"toom incremento de 4 ¢t

A coleta dos espectros do infravermelho médio (MID) foi realizada em
espectrémetro Thermo Scientinfic, Nicolet 6700 FT-IR, com acessério de refletancia total
atenuada (ATR), com compartimento da amostra em cristal de germéanio. Uma aliquota
apropriada da amostra, sem tratamentos prévios, foi adicionada sobre o acessério ATR.
A faixa investigada foi de 4000 a 660r™.

2.2.1 Calibracdo multivariada

O método de regressao por quadrados minimos parciais (PLS) foi utilizado para
construir os modelos de calibragdo. Na tentativa de minimizar os efeitos causados por
variacdes aleatorias ou sistematicas indesejaveis de diferentes origens, foram empregadas
técnicas de pré-tratamentos matematicos nos espectros, antes da construcdo do modelo,
para que estas variacdes nao tivessem influéncia nos resultados finais.

Os espectros originais foram alisados para aumentar a relagdo S/R, os espectros
NIR tiveram a linha de base corrigida e as os espectros MID foram transformados pela

aplicacao da primeira derivada.
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As amostras foram divididas em dois grupos. Sendo 15% das amostras (15
amostras) separadas para previsdo externa. A validagdo cruzada com amostragem
aleatoria foi utilizada para a escolha do nimero de variaveis latewigs (

As propriedades dos extratos calibradas foram: antocianinas totais, antocianinas
monomericas, polifendis totais e capacidade antioxidante (ABTS e DPPH). Deste modo,
além da regressao para cada propriedade (PLS-1), realizou-se a regressao simultanea pare
todas as propriedades (PLS-2).

Para identificacdo de amostras an6malas, os valordevdeage,conhecido
também como poder de alavancagem, e residuos de Student foram calculados conforme
Equacdes 11 e 12 do referencial tedrico, respectivamente.

A validagao externa foi realizada e os modelos preditivos, considerando menor
erro quadratico médio de previsdo (RMSEP) e maior coeficiente de correlacédo (r), foram
escolhidos conforme Equacdes 13 e 14 do referencial teorico.

Para indicar a qualidade dos modelos, a relagédo de desempenho do desvio (RPD)
foi calculada conforme Equacdo 15 (do referencial tedrico). Embora o método PLS
funcione bem para um grande namero de variaveis, o algoritmo da selecéo dos preditores
ordenados (OPS) foi aplicado para selecionar as variaveis mais importante para o modelo
(Tedfilo, Martins e Ferreira, 2007). Apés a construcdo dos modelos, estes foram testados
guanto a sua predicao, estabilidade e correlacao verdadeira.

Os célculos foram realizados pelo PLS_Toobox 6.5 (Eigenvector Research, Inc.,
USA) para Matlab, Matlab 7.0 (The MathWorks, Co., USA) e o pacote de algoritmos,
OPS_Toolbox (Tedfilo, Martins e Ferreira, 2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A Tabela 1 mostra a estatistica descritiva (valores minimos e maximos, média e
desvio padrdp dos parametros quimicos avaliados nos extratos de repolho roxo,

determinada pelo método referéncia.

Tabela 1- Edatistica descritiva das propriedades dos extratos de repolho roxo

Propriedades AT AM POLI ABTS DPPH
Valor min. 21,95 23,08 42,94 0,20 0,23
Valor max. 595,72 588,24 1073,39 5,90 4,90
Média 308,75 285,11 562,06 2,30 2,37
Desvio padrac 159,31 145,26 275,82 1,25 1,23

AT: Antocianinas Totais (mg-1); AM: Antocianinas Monoméricas (mg?); POLI: Polifendis totais (mg
de &cido galico equivalentet); ABTS:TEACasts (uM trolox-mL1); DPPH:TEAGeerH(uM trolox-mL1).
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Uma faixa relativamente ampla da composicdo nos parametros quimicos foi
observada devido as diferentes diluicbes utilizadas, visando atingir toda a gama de
extratos futuros. A composicdo antioxidante no repolho roxo ja foi avaliada por outros
autores (Pliszkeet al, 2009; Voldenet al, 2008; Wiczkowski, Szawara-nowak e
Topolska, 2013).

Os espectros originais obtidos para as amostras de extratos de repolho pelo NIR e
MID podem ser observados na Figura la e 1d, respectivamente, bem como as

transformacdes realizadas em cada espectro (Figura 1).
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Figura 1 — Espectros na regido do infravermelho para extratos de repolho roxo. a)
espectros NIR originais; b) espectros NIR alisados; c¢) espectros NIR alisados € com
correcdo da linha de base (baseline); d) espectros MID originais; e) espectros MID
alisados; f) espectros MID alisados e com primeira derivada (Savitsky Golay janela 15).
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Os espectros (Figura 1la e 1d) foram bastante homogéneos, porém apresentaram
ruido e deslocamento da linha de base, evidenciando quetostpnéentos matematicos
sdo essenciais para reduzir a interferéncia de variacdes fisicas indesejadas e aumentar
relacdo sinal/ruido.

Ruidos e comportamento sistematico séo caracteristicas indesejaveis nos
espectros (Pedro e Ferreira, 2005). Nas Figuras la e 1d observa-se que os espectros
apresentam ruido e deslocamento da linha de base. Diante disto, os espectros NIR e MID
originais foram inicialmente transformados pelo alisamesteelet(Misiti et al, 2015)

(Figura 1b e 1e) para suavizar os ruidos. Os espectros NIR recebeu uma transformacao
empregando o algoritmuaseling(Wiseet al, 2006) para corrigir deslocamentos da linha

de base (Figuralc). A linha de base dos espectros MID foi corrigida aplicando-se a
primeira derivada pelo Savitsky Golay (Savitzky e Golay, 1964), com janela 15 (Figura
1f). Podeseobservar que o alisamento aplicado (Figura 1b e 1e) néo eliminou qualquer
caracteristica importante dos espectros, e assim, toda a informag&o quimica relevante foi
mantida para a constru¢do do modelo. O alisamento melhora a relagdo sinal/ruido,
enquanto a correcdo da linha de base e a primeira derivada eliminam deslocamentos
constantes indesejaveis. Estas transformacfes foram escolhidas pois foram as que
resultaram nos menores valores de RMSECV e maiores valores B&®D para os
modelos PLS-1 construidos.

Para a construcdo do modelo, amostras que apresemeaeragee/ou residuos
de Student elevados foram considerados amostras and(oattiers) A Figura 2

representa um exemplo de amostras com este tipo de comportamento.
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Figura 2 — Representacdo grafica do modelo de predicdo para antocianinas totais. a)
Grafico de leverage versus residuos de Student; b) medido vs. preditos; c) residuos da
validagdo cruzada vs. residuos de Student. As amostras em destaque foram consideradas
outliers

As amostras em destaque €stdo com alteveragee/ou alto residuo de Student
(Figura 2a), as amostras com alto residuo de Student (Figura 2a) apresentaram distancia
na linearidade ao se comparar os valores meddogreditos (Figura 2b), sendo
removidas do modelo. As amostras com alto residuo de Student também apresentaram
elevado residuo na validacdo cruzada (Figura 2c). Esses mesmos parametros foram
utilizados na remocéao dositliersdas demais propriedades.

Trés modelos foram construidos com os dados centrados na meédia e
transformados conforme mostrado na Figura 1: (1) modelo PLS-2 para as propriedades
simultaneamente e com todas as variaveis; (2) modelo PLS-1 para cada propriedade e
com todas as variaveis; (3) modelo PLS-1 para cada propriedade e com variaveis
selecionadas pelo método OPS.

Os resultados dos modelos PLS-1 e PLS-2 utilizando dados espectrais de NIR e
MID para a predicdo quantitativa das propriedades do extrato de repolho roxo sao

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2- Parametros de ajuste dos modelos PLS-1 e PLS-2

Modelos com espectros NIR

PLS1 PLS2
PLS1 Sem selecdo de variaveis Com selecao de variaveis (OPS) (VL= 5 e out=4)*
Propriedade nVL out RMSECV RMSEP 1, o RPD RMSECV RMSEP 1, ) RPD RMSECV RMSEP 1, I
AT 6 5 13,23 27,91 0,9963 0,9907 11,7 10,82 23,28 0,9975 0,9940 14,33 16,76 32,95 0,9942 0,9870
AM 6 5 19,4 29,82 0,9911 0,9881 7,52 13,84 46,49 0,9955 0,9692 10,57 26,28 38,35 0,9823 0,9806
Polifendis 5 6 43,23 70,52 0,9879 0,9799 6,42 33,4 86,29 0,9928 0,9676 8,33 49,75 63,35 0,9825 0,9850
ABTS 7 6 0,22 0,28 10,9831 0,9925 5,41 0,17 0,30 10,9894 0,9908 6,86 0,32 0,69 0,9624 0,9456
DPPH 5 6 0,17 0,14 10,9905 0,9974 7,22 0,13 0,15 10,9945 0,9965 9,57 0,21 0,26 0,9852 0,9936
Modelos com espectros MID
PLS1 PLS2
PLS1 Sem selecdo de variaveis Com selecéo de variaveis (OPS) (NVL= 6 e out=6)*
Propriedade nVL out RMSECV RMSEP 1, Io RPD RMSECV RMSEP 1y Ip RPD RMSECV RMSEP 1y, Io
AT 10 7 14,18 20,35 0,9960 0,9950 11,22 12,46 18,24 0,9969 0,9964 12,78 27,18 29,53 0,9852 0,9884
AM 6 5 18,44 26,89 0,9918 0,9900 7,81 14,99 26,16 0,9946 0,9909 9,69 27,96 29,02 0,9810 0,9887
Polifendis 6 6 42,17 50,21 0,9886 0,9890 6,61 31,75 41,36 0,9936 0,9924 8,84 52,11 53,7 0,9820 0,9877
ABTS 9 5 0,19 0,36 0,9866 0,9898 6,13 0,17 0,33 10,9891 0,9920 6,79 0,33 0,44 0,9631 0,9813
DPPH 6 5 0,16 0,19 10,9902 0,9918 7,12 0,14 0,14 10,9928 0,9958 8,38 0,21 0,22 10,9849 0,9891

nVL: nimero de varidveis latentes; oQutliers RMSEP: erro quadréatico da previsdo; RMSECV: erro quadratico médio de validacaopmelacdo da validacdo cruzada; rp=
correlacdo da previsdo; RPD: relacdo de desempenho do desvio. AT: AnaxiBoiais (mg-t); AM: Antocianinas Monoméricas (mg?); POLI: Polifendis totais (mg de acid
gélico equivalente-L); ABTS:TEACasts (UM trolox-mL™2); DPPH: TEAGeeu(uM trolox-mL™Y). * Variaveis latentes ©utlierspara o modelo PLS2.
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Comparando os modelos com espectros NIR, observa-se que os modelos
construidos com o PLS-2 apresentaram os maiores erros quando comparado com 0S
modelos PLS-1 (com ou sem selecdo de varidveis), exceto a predicdo de polifendis,
apresentou um menor RMSEP com o modelo PLS-2. Para os modelos com espectros MID
os melhores foram com selecao (PLS-OPS). Isto mostra que os modelos com a regressao
por PLS-1 apresentaram, em geral, melhor desempenho que os modelos PLS-2, porém, o
método PLS-2 tem a vantagem de modelar todas as propriedades simultaneamente,
gerando um unico modelo para prever todas as propriedades.

O fato do modelo PLS-2 ter apresentado menor desempenho € provavelmente
resultado das técnicas utilizadas na construcdo da modelagem: Onde para o PLS-1 sao
removidosoutliers especificos de cada propriedade, ajustando melhor o modelo; ja no
PLS-2 sdo removidas as mesmas amostras em todas as propriedades modeladas, 0 que
pode resultar na permanecia de algunttierspara algumas das amostras. Outro aspecto
importante é que no PLS-2 ndo é possivel executar algoritmo OPS de selecao de variaveis.

Como os resultados apresentados indicam que os modelos PLS-1 sdo melhores
para realizar previsfes que o PLS-2, os modelos com PLS-1 foram escolhidos. Nota-se
gue a selecdo de variaveis empregando o algoritmo OPS melhorou significativamente os
modelos PLS-1 dos espectros MID.

Os modelos PLS-OPS construidos com os espectros MID apresentaram 0s
menores erros de previsdo (RMSEP). Para algumas propriedades, os modelos construidos
com os espectros NIR ao aplicar a selecdo de varidveis OPS, apresentaram maiores erros
de predicdo (RMSEP), isto é devido as amostras de baixa concentracdo presentes no
modelo, que resultaram em elevados erros.

Os erros relativos médios (%E) modelos PLS-OPS foram maiores que 10%,
mostrando que ndo sao confiaveis para predicdo. Ao analisar os erros relativos das
amostras de previsao, observou-se que as amostras de baixa concentracdo apresentaran
erros muito elevados (>200%), mostrando que tais modelos ndo se aplicam as baixas
concentracdes. Isto ndo é uma desvantagem, uma vez que os extratos utilizados nas
indUstrias normalmente sdo concentrados. Dyteal. (2014) também relatou baixa
precisao nas amostras de baixas concentragdes ao trabalhar com sorgo, medindo taninos
condensados e antocianinas, 0s quais pertencem ao grupo dos compostos fendlicos.
Diante disto, novos modelos foram construidos, removendo-se as amostras de baixa

concentracéo, e 0s novos parametros encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3- Parametros de ajuste dos modelos sem as amostras de baixa concentracéo,
para os espectros NIR e MID

Modelos com espectros NIR

Completo Yar=1557) PLSOPS
Propriedade: nvL out RMSECV RMSEP RPD nVars RMSECV RMSEP RPD
AT 6 3 14,82 19,43 9,54 320 10,58 20,12 1341
AM 5 2 20,72 33,11 6,33 420 16,37 32,23 8,10
Poli 5 6 40,28 49,97 6,26 320 27,18 52,69 9,25
ABTS 5 2 0,23 0,22 4,66 410 0,19 0,21 5,84
DPPH 5 4 0,16 0,16 6,83 250 0,13 0,16 8,22

Modelos com espectros MID

Completo Yar=1869) PLSOPS
Propriedade: nvL Out RMSECV RMSEP RPD nVars RMSECV RMSEP RPD
AT 11 2 15,51 15,28 9,29 690 14,03 14,31 10,26
AM 9 5 18,33 44,66 7,15 520 12,80 37,62 10,26
Poli 10 5 42,29 33,63 5,93 565 32,85 34,62 7,64
ABTS 10 3 0,22 0,22 5,33 805 0,16 023 7,22
DPPH 6 5 0,16 0,16 6,36 200 0,12 0,21 8,43

Faixa da modelagem
Propriedades AT AM POLI ABTS DPPH

101- 596 86— 599 189- 1140 0,73-5,90 0,85-4,90
PLS-OPS: Modelos construidos por regressdo de quadrados minim@sspaliados a selecdo de
variaveisnVL: nimero de variaveis latentes; oOutliers RMSECV: erro quadratico médio de validacao;
RMSEP: erro quadratico da previsdo; RPD: relacao de desempenho do\deswariaveis utilizadas na
construcdo do modelo completmVVars nUmero de varidveis selecionadas pelo ORS
Antocianinas Totais (mg-1); AM: Antocianinas Monoméricas (mg?); POLI: Polifenodis totais (mg de
&cido galico equivalente’; ABTS:TEACasts(uM trolox-mL1); DPPH: TEAGpeH(uM trolox-mL1).

Observa-se que os valores de RMECV e RMSEP, em geral foram menores que 0s
modelos anteriormente construidos (Tabela 2). Alguns valores de RMSEP e RMSECV
foram mais elevados, porém todos os erros relativos médios (%E) dos novos modelos
apresentaram-se menores (<10%), o que justifica sua aplicacéo. A reducdo dedRMSEP
RMSECYV dos modelos MID néo foram tdo expressivas quanto do NIR, porém justifica-
se utilizar a mesma faixa no NIR uma vez que o erro médio das previsées diminuiu.

O RPD é outro parametro utilizado para verificar a qualidade de modelos de
calibracdo multivariada. Bons modelos de calibracdo devem possuir valor de RPD acima
de 2,4, enquanto valores de RPD menor que 1,5 ndo devem ser utilizados (Williams e
Norris, 2001). Observa-se que os modelos apresentaram valores de RPD maiores que 2,4,
portanto, sendo os modelos PLS-OPS com maiores valores, sendo mais adequados para
previsao.

Todos os modelos construidos com os espectros NIR e MID apresentaram

elevados valores de correlacdes da calibracdo, da validacdo cruzada e da previséo
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(r>0,97), sugerindo que as propriedades estdo diretamente relacionadaascom

caracteristicas espectrais.
Nas Figuras 3 e 4 estédo representadas as amostras de calibjacpredicao«)

dos modelos PSL-OPS, com os espectros NIR e MID, respectivamente.
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Figura 3 — Grafico dos valores preditos versus valores medidos, para os espectros NIR.
(o) Conjunto de calibragdo; (e) conjunto de predigdo. r.: correlacdo da calibragdo; rv:
correlacdo da validagdo cruzada; rp: correlagdo da previsdo. AGE= 4cido gélico
equivalente. a) Antocianinas totais; b) Antocianinas monomeéricas; ¢) Polifenois totais; d)
Capacidade antioxidante pelo ABTS; e) Capacidade antioxidante pelo DPPH
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(o) Conjunto de calibracdo; (®) conjunto de predi¢do. r.: correlagdo da calibragdo; rv:
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Capacidade antioxidante pelo ABTS; e) Capacidade antioxidante pelo DPPH

Observa-se que as amostras da calibracdo e predicdo estdo proximas a linha
diagonal e segue tendéncia linear, evidenciando uma excelente calibracdo. Algumas
amostras afastam-se levemente da reta, sendo isto ideal para o modelo ser capaz de prevel
tais variacdes. Os coeficientes de correlagcdo dos modglesd@ validacao cruzada)(r
foram maiores que 0,99 e 0,97, respectivamente, evidenciando bons modelos de
calibracdo. As amostras mais distantes em algumas propriedades (Figura 3b, 3c e 4b),

referem-se provavelmenteoatliers que permaneceram no conjunto de previsao, sendo
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que isto nao interferiu na qualidade dos modelos uma vez que os valores de correlacéo da
previsao foram elevados¥0,97).

Elevados valores de correlacdo também foram encontrados em modelos PLS
empregando NIR e MID ao determinar antocianina€(B2 e y=0,96) e polifenais totais
(rv=0,96 e v=0,93) em duas variedades de mirtiloBrigitta’ ¢ ‘Duke’) em diferentes
graus de maturacao (Sinelli et al., 2009); em diferentes genétipos de sorgo empregando
NIR aliado ao PLS na deteccdo de fendlicos totaid(®3) e antocianinas.£0,82)

(Dykes et al., 2014)em diferentes modelos empregando PLS e NIR ao quantificar a
capacidade antioxidante pelo ABTS¢(rp >0,98) e DPPH {r ,>0,80) no extrato de
bambu (Wu et al., 2012); e na quantificacdo de compostos fendlicdk98) e
capacidade antioxidante pelo DPPE=Q;87) em vinhos Moscatel empregando MID,
porém, nos vinhos, as correlacfes de previsdo foram menores tanto para compostos
fendlicos (p=0,76) como para a capacidade antioxidante pelo DRRB,61) (Silva et

al., 2014).

Ao comparar as correlagbes com outros estudos verifica-se que os valores de
correlagBes sdo mais elevados no presente trabalho, revelando uma relacéo positiva entre
as estimativas do infravermelho (NIR e MI®ds valores de referéncia. Estas elevadas
correlagbes (Figura 3 e 4) indicam que o método pode prever efetivamente as
propriedades.

Outro fator que importante na avaliacdo da efetividade do modelo é o erro médio
relativo (%E). Segundo Ferreira (2015) erros médios acimal@&o ndo produzem
modelos confiaveis, ja na faixa t€6% os modelos sdo satisfatorios. Os valores de %E
para os modelos com espectros NIR e MID podem ser observados nas Figuras 5 e 6,

respectivamente.
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Observa-se que os erros médios das previsdes estdo abaixo de 10%, e poucas
amostras ficaram acima deste limite, mostrando que os novos modelos sao confiaveis. Os
modelos com menores erros para antocianinas monomeéericas e capacidade antioxidante
(ABTS e DPPH) foram obtidos com os espectros NIR; ja para antocianinas e polifendis
totais foram obtidos com espectros MID, sendo para estes 0s erros menores que 5%.
Sendo assim, 0os modelos com NIR séo considerados mais preditivos para as analises de

antocianinas monomericas e capacidade antioxidante e os espectros MID mais confiaveis
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para antocianinas e polifendis totais. Porém, ambas as espectrometrias sdo promissoras e
podem ser utilizadas em andlises futuras, proporcionando bons resultados. Esses
resultados séo encorajadores, evidenciando o potencial do infravermelho para determinar
rapidamente o conteudo destas propriedades nos extratos de repolho roxo.

Os melhores modelos foram obtidos através do PLS com selecédo de variaveis,
PLS-OPS. As variaveis selecionadas para os espectros NIR podem ser observadas na

Figuras 7 e as selecionadas para os espectros MID na Figura 8.
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Figura 7 — Variaveis selecionadas dos espectros NIR para cada propriedade. Linhas
tracejadas verticais representa as variaveis selecionadas. a) Antocianinas totais; b)
Antocianinas monoméricas; ¢) Polifendis totais; d) Capacidade antioxidante pelo ABTS;
e) Capacidade antioxidante pelo DPPH
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Nota-se que cada propriedade teve um conjunto de variaveis selecionadas
especifico, sendo as regides 5729835cm?* e 6240- 6260cm* para o espectro NIR,
comuns a todas as propriedades modeladas (Figura 7).

A regido entre 5727 5835 cmt além de ter sido a regido NIR comum a todas as
propriedades foi a primeira regido selecionada pelo OPS, para a maioria das propriedades,
sendo de maior importancia. Esta regido faz referéncia a regido de absorcao da ligacao
carbono e hidrogénio (C-H), onde 5799 crafere-se ao modo de combinacdes; Gél
estiramento assimétricos e simétricos; 5756 am primeirosobretonde CHs de
alongamento simétrico e 5791 €mo primeirosobretonde CH, (Barbosa, 2008; Silva
et al, 2014). Parte desta regido (5723847 cnt) contempla as bandas de absorgdo dos
compostos fendlicos, justificando conter as primeiras varidveis selecionadas.

O niimero de onda de 5927 ¢ré atribuida ao estiramento C-H de vibracéo do
anel de benzeno (Wat al, 2012), sendo este selecionado para antocianinas totais,
polifendis totais e capacidade antioxidante, pelo DPPH. O grupo fenol, presente nos
compostos fendlicos, apresenta absor¢cdo na mesma regido dos éalcoois alifaticos, com
primeiro sobretonentre 69407140 cm! (Workman Jr e Weyer, 2008); esta regido foi
selecionada para antocianinas totais e capacidade antioxidante, pelo DPPH.

Outras regides que os compostos fendlicos apresenta bandas de absorcao sdo 5714
— 6060cm® e 4914- 5115 cm' (Dykeset al, 2014). A faixa 5714 6060cni* contém
regides selecionadas para todas as propriedades. A regide 3Bl% cm contempla as
primeiras variaveis selecionadas para capacidade antioxidante (ABTS) e regifes de outras
propriedades: antocianinas totais, antocianinas monomericas e polifendis totais. Estas
regides selecionadas demostram importancia na modelagem e quantificacdo das
antocianinas, compostos fendlicos e capacidade antioxidante (ABTS) no extrato de
repolho, ressaltando que a absorcéo do grupo fendlico tem importancia na determinacao
destas propriedades.

As regides do espectro MID comuns a todas as propriedades modeladas foram
964— 1022cmt; 1286— 1330cmt; 1571 1574cmt. (Figura 8).

Nos espectros MIDa faixa 900— 2000 cmt incluem a absor¢éo infravermelha
tipica de moléculas fendlicas (Sileaal, 2014), e abrange parte da regido selecionada
por todas as variaveis. Além disso incluindo parte da primeira regido selecionada para
capacidade antioxidante pelo DPPH (964031 cm'), evidenciando ter importancia na

determinacgao desta propriedade.
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Figura 8 — Variaveis selecionadas dos espectros MID para cada propriedade. Linhas
tracejadas verticais representa as varidveis selecionadas. a) Antocianinas totais; b)
Antocianinas monoméricas; c¢) Polifenois totais; d) Capacidade antioxidante pelo ABTS;
e) Capacidade antioxidante pelo DPPH

Em relacdo as regibes MID comum a todas as propriedades (Figura 5), a regido
964- 1022 cm' abrange a regido referente as ligacbes RCH®GEH=CH-. A regiéo
1423- 1454cm?, selecionada para pelo menos trés propriedades, inclui as ligagdes C=C
dos compostos aromaticos, a ligacao,@Hurvatura assimétrica no plano da ligacao
CHs. Também foram selecionadas regifes referente a ligagbes C-O e C-N-(1279
1333cm™Y), NH2 e NG (1545- 1579 cmt), OH (3631- 3651 cmt) e isotiocianatos

(1959- 2011 cntl) (Barbosa, 2008; Silvat al, 2014).
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As regides selecionadas foram importantes para a previsdo das propriedades do
extrato de repolho roxo, demonstrando estreita correlacéo entre os espectros NIR e MID
com as respostas analiticas, o que fez a previsao das propriedades do extrato de repolho
usando a tecnologia infravermelha uma técnica espectroscopica ideal. A selecdo de
variaveis € util para melhorar a capacidade de previséo e interpretacdo dos modelos.

Apés a construcdo dos modelos, foram realizados testes para verificar a existéncia
de correlacao por chance (Figura 9 e 10) e estabilidade dos modelos (Figura 11 e 12).
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Figura 9 — Teste de correlagdo por chance para modelos PLS-OPS do espectro NIR.
Legenda: Rc — correlacdo de calibragdao; Rcv — erro médio da validacdo cruzada; (o)
Correlagdo por chance; (o) Correlagdo do modelo testado. a) Antocianinas totais; b)
Antocianinas monoméricas; c¢) Polifenois totais; d) Capacidade antioxidante pelo ABTS;
e) Capacidade antioxidante pelo DPPH
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Figura 10 — Teste de correlacao por chance para modelos PLS-OPS do espectro MID.
Legenda: Rc — correlagdo de calibragdo; Rcv — erro médio da validagdo cruzada; (o)
Correlacao por chance; (®) Correlacdo do modelo testado. a) Antocianinas totais; b)
Antocianinas monoméricas; ¢) Polifendis totais; d) Capacidade antioxidante pelo ABTS;
e) Capacidade antioxidante pelo DPPH

Analisando as Figura 9 e 10 observa-se que as 50 randomizacdes testadas contém
descritores que nao estdo estatisticamente correlac®agaom as propriedades
modeladas (correla¢des <0,9), porém os modelos avaliejlppssuem alta correlagéo
na calibracao e na validagao cruzadh @), mostrando que a correlacao existente entre
os espectros (NIR ou MID) e as propriedades estudadas séao verdadeiras e nao por chance

Estes dados estdo de acordo com Tropsha, Gramatica e Gombar (2003) que preconiza que
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todos os coeficientes de correlagdo para os conjuntos de validacdo devém®éieR
que os valores de’Rlos modelos randomizados deve ser pequeno.

As Figuras 11 e 12 retratam a estabilidade dos modelos PLS-OPS para os

espectros NIR e MID, respectivamente.
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Figura 11— Estabilidade dos modelos PLS-OPS para os espectros NIR, ap0s remocao
sucessiva de amostras. RMSEQR4iz Quadratica Média do Erro de Validacédo Cruzagla.
Antocianinas totais; b) Antocianinas monomeéricas; c) Polifendis totais; d) Capacidade
antioxidante pelo ABTS; e) Capacidade antioxidante pelo DPPH
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sucessiva de amostras. RMSECV: Raiz Quadratica Média do Erro de Validagdo Cruzada. a)
Antocianinas totais; b) Antocianinas monoméricas; c¢) Polifendis totais; d) Capacidade
antioxidante pelo ABTS; e) Capacidade antioxidante pelo DPPH

Para verificacdo da estabilidade do modelo foi aplicada remocao sucessivas de
amostras, sendo que apoés tais remocgdes, 0 modelo apresentou pequena variacdo nas
respostas, representada pela variagéo entre as barras das Figuras 11 e 12. Sendo assim, C
modelos sdo considerados estaveis, e isto € uma indicacdo de estabilidade, pois mesmo

com remocao de algumas amostras 0 modelo apresenta pouca variagdo nas respostas.
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4 CONCLUSAO

Os resultados dos modelos indicam que a espectroscopia NIR e MID é uma
técnica adequada para prever as propriedades antocianinas (totais e monométricas),
polifendis totais e capacidade antioxidante (DPPH e ABTS).

Os modelos PLS1 com selecéo de variaveis usando o algoritmo OPS (PLS-OPS)
apresentaram os melhores resultados para todas as propriedades. Os modelos com
espectros NIR sdo considerados mais preditivos para as andlises de antocianinas
monomericas e capacidade antioxidante e os espectros MID sdo mais adequados para
analises de antocianinas totais e polifendis totais.

A espectrometria NIR e MID apresentaram-se como técnicas mais vantajosas
quando comparadas com os métodos convencionais, por serem ndo destrutivas, rapidas,
de baixo custo e exigirem o minimo preparo da amostra. Devido ao bom desempenho
praticidade na utilizacdo da espectrometria NIR e MID para estas propriedades, os
modelos propostos sdo Uteis como préatica rotineira de laboratério, bem como em

industrias de alimentos que utilizam este extrato como aditivo.
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ARTIGO | I

DETERMINACAO RAPIDA DE ANTOCIANINAS, POLIFNOIS E
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EM EXTRATOS DE UVA VIOLETA (  Vitis
labrusca, var BRS violeta) POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO E

METODOS QUIMIOMETRIC OS

RESUMO

O desenvolvimento de um método rapido para a determinacdo de antocianinas
totais, polifendis totais e capacidade antioxidante em extrato de uva vidlgsa (
labrusca, var brs violeta) empregando as espectroscopias na regido do infravermelho
proximo (NIR) e infravermelho médio (MID) em conjunto com a regresséo por quadrados
minimos parciais (PLS) foi objetivo deste trabalho. Extratos de uva foram obtidos com
solucao etandlica 70% (v/v) e concentrado atBrx. Em seguida o extrato foi diluido
em proporcdes de 5 a 100 % em agua para determinacao das propriedades: antocianinas
totais, polifendis totais e capacidade antioxidante determinadas pelo DPPH (2,2-difenil-
1-picril hidrazina). Espectros NIR na faixa 10000 a 4006 empregando absorbancia
e MID na faixa 4000 a 656m* empregando refletancia total atenuada (ATR) foram
obtidos das amostras. Os extratos apresentaram antocianinas totais de 18,13 a
3294,30mg: L1, polifendis totais de 71,68 a 43508 L e a capacidade antioxidante
pelo método DPPH variou de 0,35 a 15,87 trolox-mL™. Aplicou-se a regresséo PLS1
aliada ao método de selecao dos preditores ordenados (OPS) nos espectros alisados e pré
processados. Os modelos PLS-OPS apresentaram melhores resultados, mas apesar de
apresentar elevados valores de correlacao (r) e relagdo de desempenho do desvio (RDP)
todos apresentaram elevados erro médio quadratico de calibracédo e previsdo (RMSECV
e RMSEP). Ao trabalhar com valores de DPPH entre 1,3 a iBl&Dlox- mL?, fazendo
alisamento, correcao da linha de base e 12 derivada (janela 17), aliad§ aon@delo
do espectro MID pbéde prever bem esta propriedade nos extratos de uva violeta. O método
com espectro MID foi eficiente para prever a capacidade antioxidante pelo DPPH, onde
apresentou erros medio de 5,24%, RMSEP de 0,63 e correlacéo elgv@dio)r O
método ndo apresentae satisfatério para antocianinas e polifendis totais.

Palavras chavesguimiometria, atividade antioxidante e compostos fendlicos
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1 INTRODUCAO

Devido a grande preocupacao com a saude, o apelo ao consumo de compostos que
combatem os radicais livres estd em ascensdo, e com isto cresce também o numero de
trabalhos que visam determinar a capacidade antioxidante de diversas matrizes
alimentares. Alguns alimentos possuem naturalmente compostos antioxidantes, sendo de
grande interesse para a industria a utilizacdo deste composto ativo como aditivo.

As antocianinas sdo um grupo pertencente a classe dos compostos fendlicos que
apresentam a caracteristica de fornecer cor, que varia desde o azul ao vermelho. Além
desta propriedade, o consumo regular de alimentos contendo estes compostos estao
associados a determinados beneficios a saude, como a inibicdo da acumulacdo de
colesterol sanguineo, reducdo do risco de doencas coronarianas, prevencao de alguns
tipos de cancer e diabetes, entre outros benefidimfnan, 2014; Krugeet al, 2014,
Lachman e Hamouz, 2005; Teresa, 2014; Yamagata, Tagami e Yamori, 2015).

Diante destas caracteristicas, as antocianinas s&o utilizadas como aditivo
alimentares (BRASIL, 2001), na forma de extratos liquidos ou em p6 (Hamerski, Rezende
e Silva, 2013). Dentre as diversas fontes de antocianinas, destacam-se a uva e o repolho
roxo, que sdo empregados comercialmente como fonte desse pigmento (Constant, 2003;
Teixeira, Stringheta e Oliveira, 2008). Em decorréncia das restricbes cada vez mais
rigidas para o uso de corantes na industria de alimentos, sdo necessarios mais estudos
para uma correta substituicdo dos corantes sintéticos por corantes naturais (como as
antocianinas).

Devido ao seu grande emprego comercial, surgiu o interesse de se investigar a
composicdo bioativa dos extratos de uva. Porém, € importante considerar que os métodos
de referéncia de determinacéo da capacidade antioxidante e da composicao bioativa sao
morosos, destrutivos e consomem grande quantidade de reagentes quimicos, que na
maioria das vezes séo de alto custo (Pérez-&neéal, 2008). Estes métodos vao contra
a necessidade de se obter respostas em um menor tempo € com menor custo,
caracteristicas que as empresas sempre preconizam ao adotar um método. Neste contexto,
h& a necessidade de se desenvolver métodos analiticos rapidos, precisos, ndo destrutivos
e que respeitem o meio ambiente.

A espectroscopia no infravermelho somada a tratamentos de dados
quimiomeétricos vem sendo utilizada para realizar previsdes de propriedades quimicas e

fisicas de alimentos, farmacos, produtos de origem agricola e outras matrizes complexas,
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com resultados rapidos e exatos (Pasquini, 2003; Saurina, 20&£0aX12008).Muitos
trabalhos ja veem sendo realizados nesta arealieensas amostras alimentares e na
determinacdo de varias propriedades: Sirgllial. (2009) determinou antocianinas,
flavonoides, polifendis e acido ascérbico em mirtilos; Dyited. (2014) analisou o teor
de polifendis totais, taninos condensados e antocianinas em sorget au(2012)
quantificou a capacidade antioxidante em extrato de bambu; Dong, Ni e Kokot (2014)
trabalhou com menta avaliando polissacarideos, polifendis totais, flavonoides e
capacidade antioxidante; entre outros.

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi propor um método simples e rapido para
determinacdo dos componentes antioxidantes (antocianinas, polifendis totais e
capacidade antioxidante) no extrato de uva violeta usando as espectroscopias NIR e MID

aliada a regressao PLS.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo do extrato e analises de referéncia

A uva violeta Vitis labrusca, var BRS Violexdoi doada pela Estagcéo Experimental
de Viticultura Tropical da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria),
na cidade de Jales, noroeste do estado de S&ao Paulo, Brasil (Latitude: -20° 16' 08" e
Longitude: -50° 32' 45", e 476 m acima do nivel do mar, referenciado por apofl11l).
amostra foi obtida em duas épocas: julho de 2013 e 2014.

As amostras foram encaminhadas ao laboratério e a extracdo realizada. As
amostras provenientes de julho de 2014 foram imediatamente extraidas e fizeram parte
do primeiro conjunto de extracdo. As amostras de 2013 foram congeladas e extraidas em
janeiro de 2015, para compor o segundo conjunto de extracao.

As cascas da uva violeta foram trituradas em solugéo etandlica 70% (v/v) em
volume suficiente para cobrir o material sélido. A mistura foi acidificada com HCI 1,5
mol-L ! até pH 2 e deixada em repouso em auséncia de luz por 28Q1al”C. Apos
24 h as amostras foram filtradas a vacuo em papel Whatman n° 1. O solvente do extrato
foi removido em evaporador rotativo (MA 120, Marconi), sendo os extratos obtido
(9° Brix) misturados e mantidos sob congelamento (-18° C) até o momento da analise.
Antes das analises foram realizadas 50 diluicdes seriadas, contende H@0% do

extrato.
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O segundo conjunto de amostras passou pelo mesmo processo de extracao descrito
para o primeiro conjunto. Neste segundo momento foram realizadas 10 diluigbes seriadas,
contendo de 5 100% do extrato. Os dois conjuntos (extrato concentrado e diluicoes)
totalizaram 60 amostras.

As analises de antocianinas totais, polifendis totais e capacidade antioxidante
(pelo radical DPPH) foram realizadas no extrato concentrado e nas suas diluicdoes
conforme descritos nos itens a seguir. Todas as analises foram realizadas em duplicata,

sendo a diluicdo central realizada com 5 repeticoes.

2.1.1 Antocianinas totais

O teor de antocianinas totais foi determinado pelo método de Fuleki e Francis
(1968) utilizando o solvente etanol: HCI 1,5 rhdl (85:15) para diluicdo das amostras e
calibracdo do espectrofotdmetraJ(-1601 PC, Shimadzu). As amostras foram
submetidas a leitura espectrofotométricas a 535 nm e o teor de antocianinas totais obtido
pela Equacéo 1.

._AXFD

= Eqg. 01
¢ Exb q

em que: A = Absorbéncia (ABS) em 535 né= Coeficiente de absortividade de
cianidinas (98,2); C’ = Concentragio de antocianina (mg-L™), expressa em cianidina-3-

glicosideo (g.1); b = espessura da cubeta (1 cm); FD = Fator de diluicdo do extrato.

2.1.2 Polifendis totais

Para a eliminagéo dos interferentes dos compostos fendlicos, as amostras foram
eluidas em cartucho de separacdo C18 (Sep-Pak Vae ¥Baters), para remoc¢ao dos
interferentes da andlise (acido ascorbico, aclcares e aminoacidos) (Mbeditd010)
Inicialmente o cartucho foi condicionado com 50 mL de metanol acidificado (0,01 % de
HCI) e 50 mL de &gua destilada. Posteriormente, uma aliquota de 20 mL do extrato
aquoso foi eluida no cartucho de separagéo. Os interferentes foram removidos por meio
da passagem de 100 mL de agua destilada pelo cartucho, ficando os polifendis adsorvidos.
O extrato polifendlico livre de interferentes foi eluido do cartucho com 50 mL de metanol
(Noratto et al, 2010). O metanol foi eliminado em evaporador rotativo e a amostra
redissolvida em agua destilada.

O teor de fendlicos totais nos extratos foi estimado utilizando-se o reagente de

Folin-Ciocalteau, de acordo com o método proposto por Singleton, Orthofer e Lamuela-
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Raventos (1999). A absorbancia em 760 nm foi lida em espectrofotdmetro (UV-1601 PC
Shimadzu) contra o branco. Uma curva padréo de acido gélico foi utilizada para expressar
os resultados em Equivalentes de Acido Galico (AGE) e o valor final expresso em mg

AGE (acido galico equivalente) por litro de amostra.

2.1.3 Capacidade antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi avaliada pelo ensaio TEAC
(capacidade antioxidante equivalente ao trolox) com o radical DPPHegiKah 2002
com modificacbes). O padrdo utilizado foi o antioxidante sintético trolox nas
concentragdes de 20 a 300 umolL e o resultado expresso e Trolox-mL™. O DPPH
(2,2-difenil-1picril hidrazina) foi preparado a uma concentracio de 0,1 mmol-L, em
etanol 80%, usando a ABS para correcdo da concentracao.

O espectrofotdmetro foi calibrado com solucéo etandlica 80%. Para a reacao da
amostra com o radical foi utilizada a proporgéao de 0,5:3,5, sendo o tempo de reagéo das
amostras com o radical DPPHe 30 min (apos determinacao de cinética). A leitura apds
as reacdes foi determinada a 517 nm em espectrofotbmetro (UV-1601 PC Shimadzu).
Para construcdo da curva padrao de trolox e leitura do branco (alcool etilico 80%) seguiu-

se 0 mesmo procedimento da amostra.

2.2 Obtencéo dos espectros e tratamento quimiométrico dos dados

Os espectros NIR e MID foram adquiridos imediatamente apés a realizacao das
analises de referéncia. Dois espectros de cada amostra foram obtidos com 32 varreduras
cada, usando softwaredo instrumento. O branco, em ambos os espectrofotometros, fo
realizado com agua destilada no inicio e a cada 10 leituras para evitar deslocamento
excessivo da linha de base e remover a informacgao da agua.

As leituras na regido do infravermelho proximo (NIR) foram realizadas em um
espectrémetro com transformada de Fourier, modelo Varian®6€om acessoério para
cubeta no modo transmitancia. Aplicou-se o logaritmo do inverso da transmitancia para
obter a absorbancia, que foi usada para construir os modelos. Uma aliquota do extrato,
sem tratamentos prévios, foi adicionada a cubeta de quartzo com caminho Optico de
5 mm. A faixa investigada foi de 10000 a 4000 toom incremento de 4 ¢t

A coleta dos espectros do infravermelho médio (MID) foi realizada em
espectrémetro Thermo Scientinfic, Nicolet 6700 FT-IR, com acessorio de refletancia total

atenuada (ATR), com compartimento da amostra em cristal de germanio. Uma aliquota
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apropriada da amostra, sem tratamentos previos, foi adicionada sobre o acessorio ATR.
A faixa investigada foi de 4000 a 6601,

2.2.1 Calibracdao multivariada

O método de regressao por quadrados minimos parciais (PLS) foi utilizado para
construir os modelos de calibracdo. Na tentativa de minimizar os efeitos causados por
variacOes aleatdrias ou sistematicas indesejaveis de diferentes origens, foram empregadas
técnicas de pré-tratamentos matematicos nos espectros, antes da construcdo do modelo,
para que estas variacdes nao tivessem influéncia nos resultados finais.

Os espectros originais foram alisados para aumentar a relacdo S/R, os espectros
NIR e MID tiveram a linha de base corrigida e transformados pela aplicacao da primeira
ou segunda derivada.

As amostras foram divididas em dois conjuntos (calibragéo e previsao), sendo
aproximadamente 15% das amostras (15 amostras) separadas para previsao externa. A
validacdo cruzada com amostragem aleatoéria foi utilizada para a escolha do numero de
variaveis latenten/L).

Para identificagdo de amostras anOmalas, os valordsvdeage,conhecido
também como poder ddavancagem, e residuos de Student foram calculados conforme
Equactes 11 e 12 do referencial tedrico, respectivamente.

A validacéo externa foi realizada e os modelos preditivos, considerando menor
erro quadratico médio de previsao (RMSEP) e maior coeficiente de correladém(n
escolhidos conforme Equactes 13 e 14 do referencial tedrico.

Para indicar a qualidade dos modelos, a relacdo de desempenho do desvio (RPD)
foi calculada conforme Equacdo 15 (do referencial tedrico). Embora o método PLS
funcione bem para um grande nimero de variaveis, o algoritmo da selecao dos preditores
ordenados (OPS) foi aplicado para selecionar as variaveis mais importante para o0 modelo
(Tedfilo, Martins e Ferreira, 2007). Deste modo, além da regresséo para cada propriedade
sem selecdo de variaveis (PLS-1), realizou-se a regressao com selecdo de variaveis pelo
OPS (PLS-OPS).

Os calculos foram realizados pelo PLS_Toobox 6.5 (Eigenvector Research, Inc.,
USA) para Matlab, Matlab 7.0 (The MathWorks, Co., USA) e o pacote de algoritmos,
OPS_Toolbox (Tedfilo, Martins e Ferreira, 2007).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 mostra a estatistica descritiva (valores minimos e maximos, média e
desvio padrao relativo) dos parametros quimicos avaliados nos extratos de uva violeta,
determinada pelo método referéncia. Uma faixa relativamente ampla da composicao nos
parametros quimicos foi observada devido as diferentes diluicbes utilizadas, visando
atingir toda a gama de extratos futuros. A composi¢ao antioxidante na uva violeta ja havia
sido avaliada (Rebellet al, 2013).

Na Tabela 1 observa-se os conjuntos de calibracdo e previsdo. Neste estudo, o
subconjunto de calibracdo e previsdo foram divididos usando o algdkgmsion
(Kennard e Stone, 1996). O conjunto de calibragéo continha 108 amostras, e as outras 15
amostras constituiram o conjunto de previsdo. Nenhuma amostra foi utilizada nos

conjuntos de calibracéo e de previsdo, ao mesmo tempo.

Tabela 1- Estatistica descritiva das propriedades dos extratos de uva violeta

Conjunto Propriedades AT POLI DPPH
Valor min. 18,13 71,68 0,35

Calibragéo Valor max. 3294,30 4350,37 15,97
Nc= 108 Média 1364,92 1898,73 8,20
RSD% 65,69 57,57 54,12

Valor min. 48,17 70,91 0,31

Previsao Valor max. 2377,80 3689,07 12,94
Np=15 Média 599,24 1152,71 5,53
RSD% 122,50 103,42 91,72

RSD: desvio padrdo relativo = (desvio padrdo/média)*100; AT: Antocianinas Totgit {in AM:
Antocianinas Monomeéricas (mg*); POLI: Polifendis totais (mg de acido galico equivalentg; ABTS:
TEACasTs (uM trolox-mL1); DPPH: TEAGpen(uM trolox-mL1).

Para comparar o desempenho de diferentes modelos, as amostras de previsdo
foram mantidas inalteradas para todos os modelos de calibragdo. O conjunto de
calibracdo, no entanto, pode ter ocorrido diferencas entre cada modelo apds remocéao dos
outliers que sdo especificos de cada propriedade e pré-processamento. Para a construcao
de cada modelo PLS, amostras que apresentiagnagee/ou residuos de Student
elevados foram considerados amostras anon{@lisers)

Os espectros originais obtidos para as amostras de extratos de uva violeta pelo

NIR e MID podem ser observados na Figura 1.
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Figura 1 — Espectros na regido do infravermelho para extratos de uva violeta. a) espectros
NIR originais; b) espectros NIR alisados; a) espectros MID originais; b) espectros MID
alisados

Os espectros (Figura 1la) apresentaram certa homogeneidade, porém observa-se
que nas concentracdes mais elevadas, nos espectros NIR, proximo a 7008750
cmil comecam a tornasse mais evidente a variagdo entre as amostras. Os espectros
também apresentaram ruido e deslocamento da linha de base, evidenciando que os pré-
tratamentos matematicos sdo essenciais para reduzir a interferéncia de variacdes fisicas
indesejadas e aumentar a relacao sinal/ruido.

Os espectros NIR e MID originais foram inicialmente transformados pelo
alisamentavavelet(Misiti et al,, 2015) (Figura 1b e 1d) para suavizar os ruidos. Bede-
observar que alisamento ndo eliminou qualquer caracteristica importante dos espectros,

e assim, toda a informacéo quimica relevante foi mantida para a constru¢cdo do modelo.
Para corrigir deslocamentos da linha de base os espectros receberam outras transformacao
empregando o algoritmmaseling(Wiseet al, 2006). A primeira ou segunda derivada foi
aplicada pelo algoritmo Savitsky Golay (Savitzky e Golay, 1964), com diferente janela
movel, especifica para cada propriedade. O alisamento melhorou a relacéo sinal/ruido,

enquanto a correcdo da linha de base e a primeira derivada eliminaram deslocamentos

constantes indesejaveis.
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Modelos PLS foram aplicados aos espectros pré-processados (alisados, centrados
na média e transformados) na analise de antocianinas totais, polifendis totais e capacidade
antioxidante (pelo radical DPPH). Os resultados calculados com diferentes algoritmos de
pré-processamento nos processos de calibragem e de predicdo sdo apresentados nas
Tabelas 2 a 4. Para cada pré-processamento foram construidos 2 modelos: (1) modelo
PLS-1 para cada propriedade e com todas as varidveis; (2) modelo PLS para cada
propriedade e com variaveis selecionadas pelo método OPS (P)S-OPS

Tabela2 — Resultados preditivos de antocianinas totais (migdos extratos de uva
violeta usando espectroscopia infravermelho e PLS
Pré- Selecgédo de

orocessament: variveis 1YL OUt RMSECV RMSEP 1, rr  RPD
Alisamento - 9 8 169,28 282,64 0,9808 0,9397 5,06
Alisamento  OPS 9 8 132,88 236,86 0,9882 0,9514 6,51

Alis; D121, - 6 8 174,81 201,63 0,9781 0,9801 4,74

Alis; D121, OPS 6 8 149,51 230,63 0,9840 0,9725 5,58

NIR  Alis;D2g) - 9 8 20989 37810 0,9718 0,9167 4,22
Alis; D221, OPS 9 8 172,52 41583 0,9808 0,9009 5,11
Alis;base - 7 8 17341 351,99 0,9791 0,9238 4,84
Alis;base OPS 7 8 12450 200,79 0,9892 0,8938 6,81
Alis;base; Qo1 - 6 8 197,45 218,73 09727 0,9734 4,27
Alis;base;Dly OPS 6 8 164,09 221,83 0,9812 0,9749 5,14
Alisamento - 11 7 161,00 331,43 0,9835 0,9300 5,47
Alisamento OPS 11 7 12594 252,73 0,9900 0,9545 7,06
Alis;D1 1) - 14 10 166,39 183,28 0,9812 0,9755 5,14
Alis;D1 1) OPS 14 10 130,17 166,43 0,9885 0,9798 6,62

MID  Alis;D20 - 9 8 214,88 583,76 0,9690 0,8026 3,99
Alis;D219) OPS 9 8 197,22 49862 0,9739 0,8553 4,34
Alis;base - 11 7 18503 387,47 0,9783 0,9079 4,77
Alis;base OPS 11 7 15585 35509 0,9847 0,9196 5,67
Alis;base; D) - 14 8 167,65 206,34 0,9814 0,9706 5,16

Alis;base;D}ig) OPS 14 8 127,94 190,56 0,9892 0,9735 6,85
nVL: nimero de variaveis latentes; ootitiers RMSEP: erro quadréatico da previsdo; RMSECV: erro
guadratico médio de validacaq;= correlacdo da validagdo cruzads; correlacdo da previséo; RPD:
relagdo de desempenho do desvio. Adikssamento;D1j.1) = 12 derivada com janela 2D} 19 = 12
derivada com janela 19; [2) = 22 derivada com janela 21; base = corre¢éo da linha de base.

Para o modelo espectral na regido do NIR foi obtido um valor médicedgede
0,9826 e 0,9695, respectivamente e um valor médio de RMSECV e RMSEP de 197,70 e
290,39; e para a regiao do MID foi obtido um valor médio, @ery de 0,9820 e 0,9269
com um valor médio de RMSECV e RMSEP de 163,21 e 31%&bimparando os

resultados dos modelos, observa-se que os algoritmos de pré-processamento nao
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melhoraram significativamente os resultados da determinacdo de antocianinas totais.
Apesar dos elevados valores de correlagédce () os valores de RMSECV foram
elevados, sendo a média cerca de 9 vezes superior ao valor minimo determinado pelo
método referéncia (18,13 nm. ). Isso indica que o método apresentado ndo é capaz de
determinar antocianinas totais em solu¢cdes muito diluidas, mas sugere ser capaz de
determinar em concentracbes maiores que 214 Tgnh espectros MID, pois apos
remocao das amostras de concentracdes baixas (Tabela 2, material suplementar) o erro

médio foi de 31,76%, bem menor que os demais modelos construidos.

Tabela 3- Resultados preditivos de polifenois totais (mg AGE-dlos extratos de uva
violeta usando espectroscopia infravermelho e PLS

Pre-  Selecdod ) {RMSECV RMSEP 1. e RPD
processament‘ variavels
Alisamento - 7 8 153,10 238,35 0,9902 0,9804 7,13
Alisamento OPS 7 8 143,62 320,60 0,9914 0,961 7,61
Alis:D1 3 - 6 8 204,72 299,77 0,9812 0,9669 5,12
Alis; D123, OPS 6 8 17579 280,12 0,9861 0,9708 5,97
NIR  Alis;D2s - 5 7 28241 321,78 0,967 0,9627 3,81
Alis; D223 OPS 5 7 247,75 340,41 0,9748 0,9595 4,43
Alis;base - 7 7 214,74 158,07 0,9805 0,9924 5,04
Alis;base OPS 7 7 166,81 314,51 0,9883 0,9727 6,51
Alis;base;Dps) - 6 8 211,09 322,93 0,9802 0,9626 4,96
Alis;base;Dlzs)  OPS 6 8 176,99 307,32 0,9861 0,9658 5,98
Alisamento - 12 8 136,41 310,95 0,9919 0,9956 7,88
Alisamento OPS 12 8 121,41 281,98 0,9936 0,996 8,85
Alis;D1 1) - 10 7 164,63 396,90 0,9878 0,9477 6,40
Alis;D1 1) OPS 10 7 144,00 332,60 0,9907 0,9607 7,35
MID  Alis;D2j1 - 10 10 169,71 415,01 0,9873 0,9419 6,27
Alis; D211 OPS 10 10 147,25 410,45 0,9905 0,9427 7,22
Alis;base - 11 5 155,72 309,58 0,9893 0,9676 6,82
Alis;base OPS 11 5 14538 322,92 0,9907 0,9626 7,32
Alis;base;Du1) - 10 7 161,01 398,97 0,9884 0,9473 6,55

Alis;base; Dl OPS 10 7 145,86 368,01 0,9905 0,9522 7,24
nVL: nimero de variaveis latentes; ootitiers RMSEP: erro quadratico da previsdo; RMSECV: erro
guadratico médio de validacaq;= correlacdo da validagao cruzads correlagcdo da previsdo; RPD:
relagdo de desempenho do desvio. AGE: acido gdlico equivalente Alidiamento; D1 = 12
derivada com janela 23; [p3) = 22 derivada com janela 231;:1) = 12 derivada com janela 11;
D241y = 22 derivada com janela 11; base = correcao da linha de base.

Comparando o resultado dos modelos, observa-se qadga#mos de pré-
processamento também néo foram capazes de melhorar significativamente os resultados
da determinacéo de polifendis totais, pois apesar dos valores de correlagg@(RDP
estarem satisfatorios os valores de RMSECV e RMSEP apressatevados. Os
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valores de RMSECV medio foi de 197,70 e 279,14 para os espectros NIR e MID,
respectivamente, sendo cerca de 3-4 vezes superior ao valor minimo determinado pelo
método referencia (71,68 mg- ML Isso indica que o método apresentado ndo é capaz de
determinar polifendis totais em solugbes muito diluidas, mas sugere ser capaz de
determinar em concentra¢cdes maiores que 216 mg AGBpdis apds remogdo das
amostras de concentracdes baixas (Tabela 3 e 4, material suplementar) o erro médio foi
de 22,93 e 18,58% ,76%, para espectros NIR e MID, respectivamente.

Os modelos para antocianinas e polifendis totais foram testados removendo-se as
amostras de baixa concentracéo na previsao (material suplementar), porém os parametros
da previsdo (RMSEP, erro médio e RPD) ndo foram melhorados. O erro médio para
antocianinas e polifendis totais mantiveram-se superiores a 30% e 19%, respectivamente,

nao sendo considerados modelos confiaveis (Ferreira).2015

Tabela4 — Resultados preditivos de capacidade antioxidamté tfolox-mL™), pelo
radical DPPH, dos extratos de uva violeta usando espectroscopia infravermelho e PLS

procepsr:émem S\greigsgig‘ NVL out RMSECV RMSEP 1 r  RPD
Alisamento - 6 8 073 281 09867 0,837 6,12
Alisamento OPS 6 8 0,52 1,54 0,9932 0,9607 8,57

Alis; D123, - 7 8 075 156 09853 0,9545 5,79

Alis; D123, OPS 7 8 056 1,83 09918 0,9497 7,83

NIR  Alis;D2s - 9 8 1,03 207 09728 0,915 4,25
Alis;D2 23, OPS 9 8 082 1,92 09828 0,9296 5,33
Alis;base - 6 9 056 157 09916 0,9536 7,69
Alis;base OPS 6 9 0,44 1,95 0,9949 0,9347 9,91
Alis;base; Qs - 7 8 066 1,95 09886 0,9402 6,61
Alis;base;Dlzsy  OPS 7 8 061 233 09904 09306 7,19
Alisamento - 11 7 041 0,71 10,9958 0,9965 10,92
Alisamento OPS 11 7 039 065 09962 0,997 11,42
Alis;D117) - 6 7 049 1,00 09941 0,9968 9,17
Alis;D117) OPS 6 7 043 091 09954 0,9964 10,45

MID  Alis;D27 - 7 6 052 09 09931 09963 851
Alis;D217) OPS 7 6 048 089 09942 0,9966 9,31
Alis;base - 10 6 041 0,69 0,9957 0,9962 10,76
Alis;base OPS 10 6 0,39 068 099 0,9966 11,27
Alis;base;Dlu7) - 13 6 046 0,77 0,9947 0,9971 9,70

Alis;base; Do) OPS 13 6 0,39 0,63 0,9962 0,9968 11,46
nVL: nimero de varidveis latentes; ootitiers RMSEP: erro quadratico da previsdo; RMSECV: erro
guadratico médio de validacaq;= correlacdo da validagdo cruzads correlacdo da previséo; RPD:
relacdo de desempenho do desvio. Aiisamento;D123 = 12 derivada com janela 23; 23 = 22
derivada com janela 28117y = 12 derivada com janela 17; 2 = 22 derivada com janela 17;
base = correcéo da linha de base.
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Comparando o resultado dos modelos, observa-se que os modelos construidos
com espectros na regido MID apresentaram melhores valores de correlagi@ RDP
e que o valor de RMSECV sé&o proximos ao valor minimo determinado pelo método
referéncia (0,3mM trolox-mL™), sendo que os modelos construidos com a selegéo de
variaveis OPS apresentaram os menores valores de RMSECV e RMSEP.

Os modelos com os espectros NIR apresentaram-se inadequados e com elevados
erros, mesmo desconsiderando as amostras de baixa concentracédo (Tabela 5, material
suplementar). O erro relativo médio dos espectros MID, considerando todas as amostras,
foi elevado (>12%), sendo isto resultado das amostras de baixa concentracéao (Tabela 6,
material suplementar). Ao desconsiderando as amostras com 0s erros mais elevados (as
trés concentragcdes mais baixas) o erro médio das propriedades torna-se menor,
evidenciando que o modelo n&o se aplica a amostras de baixa concentracao.

Dykeset al. (2014) também relatou baixa precisdo nas previsdes das amostras de
baixas concentracdes ao trabalhar com sorgo, medindo taninos condensados e
antocianinas, os quais pertencem ao grupo dos compostos fendlicos e apresentam
capacidade antioxidante.

Os pré-processamentos que resultaram nos melhores modelos dos espectros MID
foram reconstruidos desconsiderando as amostras de baixas concentracdes. Na Tabela 5
observa-se os parametros dos modelos, ao trabalhar com valores de capacidade

antioxidante (pelo DPPH) entre 1,35,97uM trolox-mL™.

Tabela5 — Parametros dos modelos de capacidade antioxidante pelo DPPH dos extratos
de uva violeta usando espectroscopia infravermelho na regido MID, na faixa-de 1,3
15,97uM trolox-mL*

Pre- Selecdode |\t RMSECVRMSEP 1, 1, RPD %E
processamentc variavels
Alisamento - 11 5 0,40 0,69 0,995: 0,996: 10,41 8,92
Alisamento OPSess) 11 5 0,36 0,62 0,9961 0,995¢ 11,42 7,65
Alis;Base - 11 5 0,40 0,67 0,995/ 0,996Z 10,45 6,89
Alis;Base OPSr30) 11 5 0,37 0,65 0,9961 0,9947 11,35 6,03
Alis;Base;D%7) - 11 5 0,46 0,87 0,993€ 0,994(C 8,88 11,07

Alis;Base;D}i7y OPSsp 11 5 0,39 0,63 0,995 0,996( 10,55 5,24
nVL ndmero de variaveis latentesyt outiers RMSEP: erro quadratico da previsdo; RMSECV: erro
guadratico médio de validacaq;= correlacdo da validagao cruzads correlagcao da previsdo; RPD:
relacdo de desempenho do desvio; %E = erro médio; OPS: Sele¢do de preditoresgraemaa nimero
de variaveis selecionadas. Alisksamento;D1j7) = 12 derivada com janela 17; base = corre¢éo da
linha de base.
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Nota-se que o pré-processamento mais eficiente foi o alisamento associado com a
corregdo da linha de base e 12 derivagael§ 1). Este modelo pode prever bem a
capacidade antioxidante nos extratos de uva violeta, uma vez que o erro médio esta abaixo
de 10%, a correlagéo estéa altz($;99) e RMSEP esta proximo a concentragdo da menor

amostra. A descricdo dos erros das amostras de previsao pode ser visualizada na Tabela 6.

Tabela 6- Valores preditos pelos modelos do espectro MID para capacidade antioxidante
(uM trolox-mL™Y), pelo radical DPPH e seus respectivos erros relativos (%), na faixa de
1,3— 15,97uM trolox-mL*
Modelo completo Modelo OPS
Alis Alis;Base  Alis;baseD1 Alis Alis;Base  AlisibaseD1
Ref. Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E
1,41 1,71 21,12 154 -9,02 1,02 2823 1,71 -20,64 1,44 -163 1,44 -1,54
12,20 13,62 1168 13,67 12,06 14,49-18,82 13,31 -9,17 13,26 -8,73 13,36 -9,58
11,32 11,87 489 11,85 -4,75 11,87 -4,87 11,56 -2,16 11,41 -0,83 11,47 -1,38
397 395 046 3,97 -012 4,04 -1,89 4,03 -1,61 4,07 -2,62 4,01 -1,01
566 969 .052 559 1,20 594 -502 529 652 539 472 521 7,98
12,27 1311 678 1292 -529 12,68 -3,29 12,91 -5,15 13,02 -6,08 13,09 -6,67
12,18 11,98 164 1203 1,16 1247 -2,42 1188 2,47 11,68 4,05 12,03 1,18
393 491 1484 452 14,97 475 -21,02 4,41 -1228 4,45 -13.37 4,42 -12,42
201 226 1274 223 10,97 2,44 -21,39 2,12 -566 2,20 -9,78 2,07 -2,93
12,94 1423 999 14,18 -9,63 14,11 -9,10 14,31-10,62 14,45-11,68 14,31-10,63
1,92 2,18 1348 2,04 661 1,81 568 207 -7,87 1,97 -290 1,87 2,32
M1 8,92 6,89 11,07 7,65 6,03 5,24

Ref. e Pred. sdo as concentracées de referéncia e prattamiox-mL™Y); %E: Erros relativos. M erro
médio relativo. AlisAlisamento; Base= correc¢do da linha de bBde; 12 derivada com janela 17.

Nota-se que ao se aplicar alisamento associado com a correcéo da linha de base e
12 derivadajgnela 13, com a selecao de variaveis (OPS), os erros individuais das amostras
foram os menores, resultando no menor erro relativo médio. Isto evidencia que o modelo
consegue prever com bom desempenho a capacidade antioxidante, pelo DPPH, de
amostras na faixa modelada (1,35,97uM trolox-mL™).

N&o foi possivel gerar modelos confiaveis para antocianinas e polifendis totais
mesmo em concentracdes mais elevadas destas propriedades. Alguns autores também
relataram algumas propriedades ndo modeladas ao aplicar espectros infravermelho e
métodos quimiomeétricos: Manley, Joubert e Botha, (2006) ndo conseguiram bons
modelos para fendlicos totais e capacidade antioxidante ao trabalhar com em rooibos

verde Aspalathus linearls e relataram que a falta de modelagem era provavelmente
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devido a baixa concentracdo destes compostos. Martelo-Vidal e Vazquez (2014) ao
trabalhar com 39 vinhos tintos (de duas origens: Rias baixa e Ribeira sacra) observaram
gue dependendo da origem, alguns compostos nao puderam ser detectado e quantificados
por UV-VIS-NIR. Essa diferenca foi justificada pela origem das uvas, pois matérias
provenientes de diferentes regides apresentam diferentes condi¢cdes climaticas e
topogréficas permitindo vinhos com espectros diferentes, onde na regido do Ribeira sacra
nao foi possivel obter modelos confiaveis para os compostos fendlicos. Na quantificagéo
de compostos fendlicosc£0,93) e capacidade antioxidante pelo DPPHO(B7) em

vinhos Moscatel empregando MID, apesar da alta correlacdo na calibracdo, apresentaram
menores correlagdes na previsdo dos compostos fendlige®7@) e capacidade
antioxidante pelo DPPH 0,61), mostrando que o modelo n&o prever bem estas
propriedades (Silva et al., 2014).

O alto coeficiente de correlacdn e ) e RDP satisfatorios encontrados no
presente trabalho pode significar que € possivel a quantificacdo das propriedades, talvez
nao para todas as concentragdes testadas, como foi mostrado para capacidade antioxidante
pelo DPPH. Estes resultados ndo satisfatorios podem ser atribuidos ao fato de que ao se
aumentar a concentracdo do extrato (do analito) os espectros se comportavam levemente
diferentes, e que apesar da filtracdo e homogeneizacdo alguns extratos apresentavam-se
com precipitados dispersos no momento da leitura, o que pode ter influenciado a replicata
do espectro apresentar-se com caracteristicas diferentes.

E possivel que estes modelos possam ser melhorados utilizando amostras recém
extraidas e com uma faixa mais estreita. Este € um ponto que pode ser observado em
estudos futuros, trabalhando-se apenas com as amostras mais concentradas, para evitar
mudanca no comportamento espectral ao se aumentar a concentragdo do extrato. Novos
modelos foram construidos removendo-se as amostras de baixa concentracdo nha
calibracdo, porém os parametros ndo foram melhorados, e sendo por iSso necessario
realizar novo experimento. E interessante repetir o processo de obtencdo dos extratos,
com uma maior variagdo na obtencéo das amostras e um menor intervalo de tempo entre
obtencdo do extrato, aquisicdo do espectro e andlise de referéncia, de modo a evitar

possiveis variacdes durante a armazenagem dos extratos.



108

4 CONCLUSAO

Os algoritmos de pré-processamento ndo foram capazes de melhorar o resultado
da determinacdo de antocianinas totais e compostos fendlicos totais, mesmo apos a
remocao das amostras de baixa concentracdo. Os modelos construidos apresentaram
valores de correlacdov(e ) e RDP satisfatorios, porém os valores de RMSECV,
RMSEP e %E apresentaram-se elevados.

Ao trabalhar com valores de capacidade antioxidante (DPPH) entre 1,3 a 15,97
uM trolox-mL?, e fazendo alisamento, correcdo da linha de base e 12 dejivaida ,
o modelo do espectro MID pode prever bem esta propriedade nos extratos de uva violeta.
Sendo assim, o método com espectro MID foi eficiente para prever a capacidade

antioxidante pelo DPPH.
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Tabela 1- Valores preditos pelos modelos do espectro NIR com selecdo de variaveis para

MATERIAL SUPLEMENTAR

antocianinas totais (mg). e seus respectivos erros relatij¥s).

111

Alis Alis +D1 Alis +D2 Alis +base Alis +base +D1
Ref. Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E
48,17 -53,56 211,20 -108,52 325,30 -297,55 717,74 -153,39 418,46 8,73 81,87
53,67 397,37 -640,44 114,20-112,80 -150,88 381,16 331,53 -517,77 147,03 -173,98
93,86 112,43 -19,79 -204,65 318,04 -432,82561,15 258,42 -175,34 -116,43 224,05
162,93 -34,33 121,07 -436,94 368,17 -191,83 217,73 -143,10 187,83 -241,67 248,33
214,66 654,88 -205,07 129,53 39,66 0,44 99,79 844,36 -293,34 64,29 70,05
225,56 332,56 -47,44 251,80 -11,63 91,18 59,58 -218,06 196,67 52,03 76,93
232,18 261,87 -12,79 127,19 45,22 -103,06 144,39 -11,61 105,00 -5,13 102,21
328,92 140,70 57,23 327,53 0,42 402,92 -22,50 158,26 51,88 311,42 5,32
429,33 747,65 -74,15 681,44 -58,72 597,12 -39,08 1437,13-234,74 707,07 -64,69
509,47 35,84 92,97 598,71 -17,52 1422,20-179,15 1063,19-108,69 762,15 -49,60
577,39 563,95 2,33 479,98 16,87 1287,91-123,06 513,08 11,14 494,82 14,30
703,92 592,34 15,85 566,10 19,58 215,23 69,42 715,69 -1,67 514,51 26,91
770,11 748,37 2,82 854,59 -10,97 956,85 -24,25 769,30 0,11 867,56 -12,65
2260,69 2563,00-13,37 2701,81-19,51 2715,15-20,10 2663,29-17,81 2725,70-20,57
2377,80 2332,24 1,92 2380,41 -0,11 2346,56 1,31 2398,17 -0,86 2412,06 -1,44
M1 101,23 90,97 177,36 154,75 78,19
M 53,92 50,70 83,36 100,81 57,75

Ref. e Pred. séo as concentracdes de referéncia e preditas; %E: Erros relatieos Médio das 15
amostras externas; Merro médio dad2 amostras externas (desconsiderando as 3 concentra¢des mais
baixas). AlissAlisamento;D1= 12 derivada com janela 21; D2 = 22 derivada com janela 21.



Tabela 2- Valores preditos pelos modelos do espectro MID com selecdo de variaveis

para antocianinas totais (mgLe seus respectivos erros relatij¥s.
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Alis Alis +D1 Alis +D2 Alis +base Alis +base +D1
Ref. Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E
48,17 36,76 23,69 36,89 23,40 116,12-141,07 94,85 -96,91 26,47 45,05
53,67 -71,00 232,30 -136,96 355,21 -119,43 322,54 -111,44 307,65 -210,34491,95
93,86 211,26 -125,09 288,05-206,90 40,39 56,96 154,10 -64,19 178,45 -90,13
162,93 442,32 -171,47 265,33 -62,85 274,80 -68,66 349,50 -114,51 287,16 -76,25
214,66 479,42 -123,33 251,48 -17,15 640,03 -198,16 618,67 -188,20 236,24 -10,05
225,56 396,00 -75,56 342,50 -51,84 117,42 47,94 430,05 -90,66 315,15 -39,72
232,18 271,47 -16,92 294,86 -27,00 230,63 0,67 354,89 -52,85 270,14 -16,35
328,92 259,56 21,09 399,59 -21,48 616,43 -87,41 268,95 18,23 358,27 -8,92
429,33 1036,23-141,36 833,88 -94,23 1381,42-221,76 1256,30-192,62 841,82 -96,08
509,47 945,33 -85,55 739,07 -45,07 1559,34-206,07 1227,00-140,84 931,01 -82,74
577,39 909,06 -57,44 625,29 -8,29 1660,35-187,56 1202,98-108,35 773,21 -33,91
703,92 608,98 13,49 815,13 -1580 737,40 -4,76 691,22 1,80 760,35 -8,02
770,11 986,73 -28,13 974,39 -26,53 950,32 -23,40 801,07 -4,02 931,72 -20,98
2260,68 2122,68 6,10 2098,70 7,17 2205,09 2,46 2252,14 0,38 2169,35 4,04
2377,80 2420,00 -1,77 2466,46 -3,73 2470,53 -3,90 2469,56 -3,86 2509,35 -5,53
M1 74,89 64,44 104,89 92,34 68,65
M 61,85 31,76 87,73 76,36 33,55

Ref. e Pred. sdo as concentracbes de referéncia e preditas; %E: Erros relatieoso Médio das 15
amostras externas; Merro médio dad2 amostras externas (desconsiderando as 3 concentracdes mais
baixas). Alis;Alisamento;D1= 12 derivada com janela 19; D2 = 22 derivada com janela 19.
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Tabela 3- Valores preditos pelos modelos do espectro NIR com selecdo de variaveis para
polifendis totais (mg AGE 1) e seus respectivos erros relatij¥s.

Alis Alis;D1 Alis;D2 Alis;base Alis;basep1
Ref. Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E
70,91 4,13 94,18 -167,6. 336,3¢ -60,41 185,1¢ -79,07 211,5( -123,8: 274,6:

132,05 188,5¢ -42,81 -11,79 108,9¢  -130,20 198,6: 126,9C 3,90 -81,50 161,7:
204,21 441,8¢ -116,3 475,9C -133,0! -50,81 124,8¢ 424,6¢ -107,9 434,3¢ -112,7C
216,56 249,9C -15,4C 141,1¢ 34,82 647,0c -198,7 201,84 6,80 205,4¢ 5,13
256,81 269,9¢ -513 334,1z -30,1C 350,4¢ -36,48 137,5¢ 46,43 459,8¢ -79,07
333,01 281,87 15,35 112,9¢ 66,09 -200,8( 160,3( 137,2¢ 58,77 137,31 58,77
396,74 498,2¢ -25,5€ 653,82 -64,8C 697,1¢ -75,73 486,74 -22,6¢ 747,41 -88,3¢
816,83 1640,0 -100,7: 738,52 9,59 1071,2 -31,14 8314: -1,79 734,32 10,10
852,72 1015,7 -19,12 912,0¢ -6,96 780,4¢ 8,47 1002,6 -17,5€ 906,7¢ -6,34
1130,6€ 1166,2 -3,15 1331,2 -17,7¢  1029,1 8,98 103#,5. 8,50 13199 -16,7¢
1633,67 13049 20,12 14302 12,45 971,4: 40,54 1217,1 2550 14324 1231
1837,8¢  1189,5 3528 2688,6 -46,2¢ 25057 -36,34 1067,9 41,89 2798,7 -52,2¢
2270,0z 25744 -13,41 21438 5,56 23714 -4,47 15891¢ 29,99 22442 1,14
3449,47 3244;7 594 3257,7 5,56 34710 -0,63 3151,1 8,65 3261,8 5,44
3689,07 3380,8 8,36 3510,9 4,83 3483,5 5,57 3656,6 0,88 3508,8 4,89
M1 34,73 58,88 74,41 39,52 59,31

M2 22,93 24,54 37,15 23,88 30,50
Ref. e Pred. séo as concentragdes de referéncia e preditas; %E: Erros relatieosd Médio das 15
amostras externas; Merro médio dad2 amostras externas (desconsiderando as 3 concentracdes mais
baixas). Alis;Alisamento;D1= 12 derivada com janela 23; D2 = 22 derivada com janela 23.
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Tabela 4- Valores preditos pelos modelos do espectro MID com selecdo de variaveis
para polifendis totais (mg AGE?) e seus respectivos erros relativos (%).

Alis Alis;D1 Alis;D2 Alis;base Alis;baseD1
Ref. Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E
70,91 -87,36 223,1¢ 103,13 -45,43 74,71 -5,36 14,72 79,24 87,64 -23,58

132,05 28305 -114,31 244,43 -8510 76,96 41,72 227,94 -72,61 219,30 -66,07
204.21 4857 7622 2848 86,06 53,18 73,96 9216 54,87 7283 64,34
216,56 313,67 -44,84 26643 -2303 33853 -5632 231,15 -6,73 24891 -14,94
256,81 388,81 -51,40 392,32 -52,77 437,88 -70,51 420,00 -63,54 417,16 -62,44
33301 284,82 1447 280,07 1590 39055 -17,28 34511 -363 271,79 1838
306,74 40559 -223 547,69 -3805 623,67 -57,20 462,86 -16,67 494,16 -24,5€
816,83 1084, -32,72 1193,4€ -46,11 13717¢ -67,94 1219,9C -49,35 1247,6€ -52,74
852,72 97586 -14,44 94693 -11,05 857,31 -0,54 1020,17 -19,64 923,95 -8,35
113066 11074 2,06 115427 -209 109514 3,14  11522¢ -191 113205 -0,12
163367 2162,0; -32,34 2258,7¢ -38,26 237521 -45,38 2299,6€ -40,77  2342,9¢ -43,42
1837,88 2043,0: -11,16 232337 -2642 24612C -33,92 225779 -22,85 2402,1C -30,7C
2270,02 23030° -1,46  26950¢ -18,72 2976,3¢ -31,12 2589,0¢ -14,05 2797,7€ -23,25
344947 32357 620  3322,7C 3,68 3260,8¢ 547 32427¢ 599  33115: 4,00
368907 28914 21,62 291841 20,89 2903,8¢ 21,28 294571 20,15 2878,7¢ 21,96

M1 43,25 34,24 35,41 31,47 30,59

Mo 19,58 24,75 34,18 22,11 25,41

Ref. e Pred. sdo as concentracbes de referéncia e preditas; %E: Erros relatieosd Médio das 15
amostras externas; Merro médio dad2 anostras externas (desconsiderando as 3 concentra¢cdes mais
baixas). Alis;Alisamento;D1= 12 derivada com janela 11; D2 = 22 derivada com janela 11.
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Tabela 5- Valores preditos pelos modelos do espectro NIR com selecdo de variaveis para

capacidade antioxidant@N! trolox-mL™), pelo radical DPPH e seus respectivos erros

relativos(%).

Alis Alis;D1 Alis;D2 Alis;base Alis;baseD1

Ref. Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E
0,31 -0,03 108,08 -0,06 118,70 -0,07 122,58 -0,56 281,11 -0,26 183,50
0,66 0,67 -1,63 0,80 -2059 -0,84 227,23 0,78 -18,99 0,07 88,79
0,89 0,94 -499 1,19 -3388 265 -196,91 1,12 -26,06 1,05 -17,34
1,30 1,81 -39,23 0,99 2351 265 -104,1z 0,74 42,90 1,59 -22,32
1,41 3,09 -1185% 4,96 -250,41 1,31 7,17 3,70 -161,5¢ 4,56 -222,5(
1,92 1,86 2,83 1,90 1,09 005 9759 1,37 2840 2,17 -13,06
2,01 238 -1843 256 -27,52 3,25 -62,11 1,21 39,89 2,99 -4873
393 4,82 -2268 364 7,37 4,86 -23,77 451 -1487 452 -14,96
397 4,20 -595 407 -245 251 36,87 4,39 -1051 4,16 -4,71
566 7,53 -33,15 522 7,80 451 20,29 9,73 -72,00 4724 25,06
11,32 7,82 30,92 745 34,13 567 4990 845 2533 7,37 34,92
12,1€ 12,12 0,48 15,44 -26,83 14,2¢ -17,31 9,72 20,15 18,3t -50,67
12,2C 15,7¢ -29,51 14,59 -19,67 13,0C -6,63 16,1¢ -32,71 15,4¢ -27,00
12,27 13,67 -11,36 14,25 -16,07 13,5¢ -10,60 13,47 -9,72  13,8¢ -13,06
12,94 13,87 -6,92 14,21 -9.85 129C 0,30 13,84 -7,02 13,6C -5,15
M1 28,98 39,99 65,56 52,75 51,45
Mo 25,52 36,65 30,23 38,38 41,80

Ref. e Pred. sdo as concentractes de referéncia e prattamiox-mL™Y); %E: Erros relativos. Merro
médio dasl5 amostras externas; Merro médio dasl2 amostras externas (desconsideranda3 as
concentragdes mais baixas). AWdisamento,D1= 12 derivada com janela 23; D2 = 22 derivada com
janela 23.
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Tabela 6- Valores preditos pelos modelos do espectro MID com selecdo de variaveis
para capacidade antioxidanigM trolox-mL™), pelo radical [PPH e seus respectivos
erros relativog%o)

Alis Alis;D1 Alis;D2 Alis;base Alis;baseD1

Ref. Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E Pred. %E

0,31 0,82 -162,87 0,67 -11395 0,29 6,49 0,91 -193,42 1,02 -227,39
0,66 1,14 -72,60 0,96 -4530 0,59 10,44 1,16 -75,56 1,13 -71,12
0,89 1,06 -18,56 1,28 -43,08 1,28 -43,62 1,10 -23,74 1,33 -48,64
1,30 1,61 -23,92 1,50 -15,41 1,27 1,82 1,67 -29,01 1,41 -8,55
1,41 1,29 9,05 0,97 31,46 1,09 2291 1,27 10,53 1,36 3,70

1,92 1,83 4,37 1,72 10,29 1,84 3,90 1,88 1,74 1,72 10,47
2,01 2,00 0,34 2,42 -20,64 242 -20,60 1,99 1,03 2,16 -7,64
3,93 4,69 -19,42 4,70 -19,56 4,30 -9,37 4,66 -18,53 4,44 -12,93
3,97 392 111 4,04 -1,80 3,74 5,83 3,85 2,95 4,05 -1,98
5,66 589 -4,08 6,36 -12,33 6,45 -14,06 5,83 -3,02 564 0,34

11,32 1190 -511 12,30 -8,73 12,38 -9,37 11,90 -5,19 11,56 -2,19
12,18 12,15 0,22 13,17 -8,16 13,23 -8,63 12,19 -0,14 12,32 -1,19
12,20 13,80 -13,16 14,79 -21,23 14,79 -21,28 13,97 -14,53 13,53 -10,93
12,27 13,03 -6,18 13,18 -7,36 13,37 -8,89 13,11 -6,84 12,86 -4,75
12,94 14,16 -9,43 13,92 -7,65 13,64 -5,47 14,11 -9,09 14,50 -12,12
M1 23,36 24,46 12,85 26,35 28,26
M 8,03 13,72 11,01 8,55 6,40

Ref. e Pred. sdo as concentractes de referéncia e pradtamiox-mL™Y); %E: Erros relativos. Merro
médio dasl5 amostras externas; Merro médio dasl2 amostras externas (desconsideranda3 as
concentracdes mais baixas). Acima da linha tracejada estdo as amostras de baixmag@mce
Alis=Alisamento;D1= 12 derivada com janela 17; D2 = 22 derivada com janela 17.
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CONCLUSAO GERAL

Para determinacao da capacidade antioxidante C#jro das antocianinasso
métodos ABT Seac e DPPHreac foram influenciados apenas pelos agentes antioxidantes,
sendo o ABT%eac preferido por néo ter apresentado falta de ajuste. O métododfaRPH
pode ser utilizado, porém deve-se remover os acidos organicos presentes. O método
DPPH:-csoe FRAP né&o sao indicados por apresentar muitos interferentes.

Foi possivel construir modelos para predicdo r4pida de antocianinas totais e
monomeétricas, polifendis totais e capacidade antioxidante (pelo método DPPH e ABTS)
no extrato de repolho roxo. Os modelos PLS-OPS, com a espectrometria NIR forneceram
os melhores modelos para antocianinas monomeéricas e capacidade antioxidante (ABTS
e DPPH) e os modelos com espectros MID mais preditivos para antocianinas totais e
polifendis totais.

O modelo PLS-OPS com o espectro MID foi eficiente para prever a capacidade
antioxidante (pelo radical DPPH) nos extratos de uva violeta. O modelo apresentou
melhor desempenho em amostras mais concentradas (1,30:Mb18310x- mL?Y). N&do
foi possivel construir modelos satisfatorios para predicdo rapida de antocianinas e

polifendis totais em extratos de uva violeta.



