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RESUMO

PRASNIEWSKI, Anaclara. Desenvolvimento de modelos de calibracdo multivariada
para determinacdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante em extrato
etandlico de prépolis utilizando a técnica FT-NIR. 60 f. TCC (Curso de Quimica),
Universidade Tecnoldgica Federal do Paran&. Pato Branco, 2015.

A prépolis é um produto produzido por abelhas que possui uma composi¢ao quimica
complexa, entre seus principais constituintes estdo os compostos fendlicos, que
colaboram para que a prépolis apresente propriedades farmacoldgicas, como
atividade antioxidante (AA). Devido a essas propriedades benéficas o extrato de
prépolis (EEP) é comumente consumido como suplemento alimentar. Desta forma, a
fim de se estimar a qualidade do EEP analises de referéncia séo utilizadas e, em sua
maioria, sdo demoradas, necessitam de reagentes especificos e técnico treinado.
Com o proposito de desenvolver uma andlise alternativa as metodologias de
guantificacdo existentes, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de
modelos de calibragcdo multivariada por regressdo por minimos quadrados parciais
(Partial Least Square-PLS) para quantificacdo de compostos fendlicos totais e AA em
extrato etandlico de propolis (EEP) produzida por abelhas selecionadas Apis mellifera
utilizando a técnica de espectroscopia de infravermelho na regido do proximo (NIR).
Primeiramente, os extratos hidroalcodlicos etanol: agua (80:20 v/v) foram analisados
utilizando metodologias de referéncia para a determinacédo dos teores de compostos
fendlicos e flavonoides totais e a AA pelos métodos de sequestro do radical ABTS,
reducdo do Fe3*a Fe?* (FRAP) e sequestro do radical livre DPPH. Apés, os EEP foram
analisados em espectrometro Bruker FT-NIR e os modelos foram desenvolvidos e
validados em software OPUS quant2 através da correlacdo entre as analises de
referéncia e os espectros gerados. Os parametros de coeficiente de correlacéo (R?) e
razdo RMSEP/RMSECV foram utilizados para avaliar a capacidade preditiva e
robustez dos modelos respectivamente. O modelo gerado para compostos fendlicos
totais apresentou os maiores coeficientes de correlacdo e robustez, indicando uma
excelente capacidade preditiva e robustez. Os parametros avaliados para flavonoides
totais sugerem que o modelo ainda ndo apresenta uma boa capacidade de predi¢cédo
e robustez. Ja os modelos gerados para a determinacdo de atividade antioxidante
sugerem boa capacidade preditiva e uma robustez satisfatéria. Desta forma, entende-
se que o modelo de flavonoides é capaz de estimar os teores nos extratos e os
modelos de fendlicos totais, DPPH, ABTS e FRAP desenvolvidos tornam-se uma
alternativa as analises de referéncia apresentadas, diminuindo a geracéo de residuos
e o tempo das analises.

Palavras-chave: PLS. Apis mellifera. Modelos de regresséao.



ABSTRACT

PRASNIEWSKI, Anaclara. Development of multivariate calibration models for
determination of phenolic compounds andantioxidant activity of etanol extract of
propolis using FT-NIR technique. 60f. TCC (Course of Chemistry) - Federal University
of Technology - Parana. Pato Branco, 2015.

Propolis is produced by bees and has a complex chemical composition. Among the
main constituents of propolis are phenolic compounds that contribute to the present
propolis pharmacological properties, such as antioxidant activity (AA). Because of
these beneficial properties, propolis extract (EEP) is commonly consumed as food
supplement. Thus, in order to estimate the quality of the EEP, reference analyzes are
used and, in most cases, they are time consuming, require specific reagents and
trained technician. For the purpose of developing an alternative analysis to existing
quantification methodologies, this work aims to the development of multivariate
calibration models for regression by partial least squares (PLS) for quantification of
total phenolic compounds and AA in ethanol extract of propolis (EEP) produced by
selected Apis mellifera using the infrared spectroscopy technique in near region (NIR).
First, the hydroalcoholic ethanol extracts: water (80:20 v / v) were analyzed by
reference methods for the determination of the phenolics levels and total flavonoids
and AA by sequestration methods ABTS radical, reduction of Fe3* to Fe?* (FRAP) and
scavenging of free radical DPPH. After, the EEP were analyzed in Bruker FT-NIR
spectrometer and models have been developed and validated in OPUS quant2
software through the correlation between the reference analysis and the generated
spectra. The correlation coefficient parameter (R2) and reason RMSEP / RMSECV
were used to evaluate the robustness and predictive ability of the models respectively.
The model generated for total phenolic compounds showed the highest correlation
coefficients and robustness, indicating an excellent predictive ability and robustness.
The parameters evaluated for total flavonoid suggest that the model does not have a
good ability to predict and robustness yet. However, the generated models for the
determination of antioxidant activity suggest good predictive capability and a
satisfactory robustness. Therefore, it can be understood that the flavonoids model is
able to estimate the levels in the extracts and models of total phenolics, DPPH, ABTS
and FRAP developed become an alternative to the presented reference analyzes,
reducing the generation of residue and the analysis time.

Keywords:PLS. Apis mellifera. Regression models.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

EEP — Extrato Etandlico de Prépolis

MC- Mean Centering (média centrada).

MSC — Multiplicative Scatter Correction (Correcao de espalhamento multiplicativo).
FT-NIR— Fourier Transform Near Infrared (Espectroscopia do Infravermelho proximo
com transformada de Fourier)

PLS — Partial Least Squares (Regressao por minimos quadrados parciais)

R? - Coeficiente de correlacéo

RPD - Ratio of Performance Deviation (Raz&o da performance do desvio).

RM — Root Mean (média da raiz)

SEV - Standard Error of Validation (erro padréo de validacao).

SEC - Standard Error of Calibration (erro padrao de calibrag&o).

SEP - Standard Error of Prediction (erro padrao de predi¢ao).

SECV - Standard Error of Cross Validation (erro padréo de validagéo cruzada)
SNV -Standard Normal Variate (variacdo normal padréo).

SG - Savitzky-Golay

SLS - Straight Line Subtraction (subtracéo da linha reta)

RER-Range Error Ratio (Taxa do alcance do erro)

VL — Variaveis Latentes
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1 INTRODUCAO

A propolis é uma mistura complexa resinosa coletada pelas abelhas de
diversas partes das plantas, como brotos, flores e exsudatos resinosos. As abelhas,
do género Apis, sao as principais produtoras (FERNANDES-SILVA et al., 2013). Elas
modificam esta resina a partir do polen, da cera e por meio de seu metabolismo; e
utilizam este produto como barreira de protecdo para entrada de insetos na colmeia
(FISCHER et al., 2008).

A composicdo quimica da propolis varia de acordo com o periodo de coleta, a
espécie de abelha e a flora, sendo a ultima o fator mais determinante. Essas variantes
fazem com que a propolis possua uma composi¢cdo muito complexa com diversos
compostos diferentes ja identificados, dentre os principais componentes destacam-se
os flavonoides, acidos aromaticos, aldeidos, acidos graxos, cetonas, polissacarideos,
alcoois, aminoacidos entre outros (FISCHER et al., 2008; FARNESI et al., 2009).

Essa variedade na sua composicdo colabora para que a propolis possua
propriedades terapéuticas como atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria,
cicatrizante, anestésica, antiviral, antioxidante e antitumoral (FERNANDES-SILVA et
al., 2013; BANKOVA, 2005).

A presenca de compostos fendlicos, como os flavonoides na propolis, atua
diretamente como colaborador das propriedades farmacolégicas, contribuindo
principalmente na atividade antioxidante do produto, que resulta na inibicdo da
oxidacao provocada pelos radicais livres. Dessa forma, o extrato etandlico de prépolis
torna-se uma alternativa de consumo para a populacao visando seus efeitos benéficos
a saude.

As técnicas instrumentais de analise sdo uma alternativa para a identificacao
e quantificacdo dos compostos ativos na propolis, pois, minimizam os erros das
analises realizadas em bancada. Com a evolugdo dessas técnicas, houve a
necessidade da utilizagdo de técnicas sofisticadas para o processamento dos dados.
Portanto, algumas analises instrumentais passaram a ter a necessidade de
tratamentos matematicos e estatisticos que traduzissem estes resultados. Por
consequéncia, é criada a area da quimiometria, que se destina a analise de dados
quimicos de natureza multivariada (FERREIRA et al., 1999).
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Dentre as técnicas instrumentais, a espectroscopia de infravermelho proximo
(NIR) identifica 0 movimento vibracional e rotacional de moléculas organicas na regiéo
entendida entre 800 nm a 2500 nm (SUN, p.5, 2009; VOGUEL, 2008, p. 386). A grande
guantidade de informac0es geradas pelo espectro, a rapidez da analise, o baixo custo,
0 néo preparo prévio da amostra e o desenvolvimento de ferramentas quimiométricas,
fizeram do NIR 6tima opcéo para analises analiticas.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi desenvolver modelos de calibracéo
multivariada para quantificacdo de compostos fendlicos e atividade antioxidante em
extrato etandlico de propolis produzida por abelhas selecionadas Apis mellifera

utilizando a técnica de espectroscopia no infravermelho proximo (NIR).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver modelos de calibracdo multivariada baseado na analise de
espectroscopia de infravermelho na regido do préximo (NIR) combinado a ferramenta
quimiométrica de regressao por minimos quadrados parciais (PLS) para determinacéo
de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante em extrato etandlico de

prépolis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Preparar extratos etandlicos de prépolis (EEP), a partir de material produzido
por abelhas selecionadas, e quantificar os teores de compostos fendlicos
totais pela metodologia de referéncia de Folin-Ciocalteau;

o Determinar o teor de compostos fendlicos flavonoides nos EEP pelo método
de referéncia;

o Determinara atividade antioxidante nos EEP pelo método de referéncia de
sequestro do radical livre DPPH; de sequestro do radical ABTS e de reducgéao
de ferro (FRAP);

o Avaliar os EEP pela técnica de espectroscopia no infravermelho na regido do
préximo com transformada de Fourier (FT-NIR) na regido de 4.000 a 12.000
cm?, com leitura em absorbancia, resolucéo de 8 cm e 32 acumulacdes;

o Avaliar os espectros obtidos a partir das amostras de EEP através de teste

estatistico multivariado;

o Validar o modelo de calibragdo multivariado desenvolvido através da

validacdo externa e interna.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 APICULTURA

A exploracéo das abelhas pelo homem existe desde as épocas mais remotas,
0S primeiros relatos ocorreram nos povos egipcios, gregos e romanos (CENTEC,
2004, p. 9; LUSTOSA et al., 2008). Como o alimento era consumido da forma que se
extraia da natureza, o “mel” era um misto de pélen, mel e cera. Os egipcios foram a
primeira civilizacdo a armazenar e separar esse alimento para consumo. Devido a
riqueza alimentar do mel e das dificuldades de extrai-lo, muitas civilizacbes passaram
a associar a abelha a um status de riqueza e poder, servindo até como moeda de
troca (BACAXIXI et al.,, 2011). Atualmente, esta préatica de criacdo de abelhas é
conhecida como apicultura (EMBRAPA, 2007).

A apicultura é uma area da zootecnia voltada para a criacdo de abelhas
vinculadas a comercializacdo de seus produtos (mel, propolis, geleia real, cera,
apitoxina e pélen apicola), essa atividade possui varias vantagens, pois para a criacao
de abelhas ndo ha necessidade de uma grande area para exploracao, a atividade
possui baixo custo, ndo polui, nem destrdi o meio ambiente, além de colaborar para a
protecdo da mata (EMBRAPA, 2007).

As abelhas e as flores coexistem em relacdo de dependéncia reciproca
(simbiose), pois, as flores geram o alimento a abelha através de podlen e néctar,
enquanto que, a abelha carrega polen em seu corpo que polinizar4 outras flores
(BACAXIXI et al.,, 2011). Essa relacdo torna o cultivo de abelhas uma pratica
sustentavel dos recursos naturais e colabora para que haja conservacao da flora

nativa onde esta inserida a apicultura (AMARAL, 2010).

3.1.1 Abelhas Apis mellifera

Abelhas de um modo geral s&o insetos sociais que sofrem metamorfose

completa, e o seu desenvolvimento é dividido em quatro fases (ovo, larva, pupa e



16

idade adulta). A espécie Apis mellifera apresenta caracteristicas de sociabilidade,
apresentam ferrdo e sdo as maiores produtoras de mel. Além do mel, elas também
produzem propolis, geleia real, polen, apitoxina e cera (WANG; MA; XU, 2015;
EMBRAPA, 2007, p. 8).

No Brasil, as abelhas Apis mellifera sdo as mais comuns e mais utilizadas
(EMBRAPA, 2007, p. 8). A sua caracteristica de ocupar uma ampla distribuicao
geografica contribui diretamente na diversidade da composi¢do encontrada em seus
produtos (ALVES; KUBOTA, 2013).

3.1.2 Propolis

A prépolis é uma mistura complexa resinosa natural obtida de vérias partes
das plantas como exsudatos resinosos, brotos e flores. As abelhas meliferas levam
esse material coletado para a colmeia e entdo, modificam esses produtos com pdélen,
cera e através da agdo de seu metabolismo liberam enzimas e secrecdes salivares. A
propolis é utilizada pelas abelhas para vedar espac¢os na colmeia e para protecédo do
enxame de possiveis invasores (ALVES; KUBOTA, 2013; FISCHER et al., 2008;
LUSTOSA et al., 2008). A palavra propolis deriva do grego “prd”, em defesa de, e
“polis”, cidade ou comunidade, ou seja, em defesa da comunidade (LUSTOSA et al.,
2008).

Como a producao da prépolis depende diretamente da flora visitada pelas
abelhas, do periodo de coleta e da espécie da abelha, as variagfes dessa resina séo
inmeras, sendo registradas mais de 300 substancias diferentes na sua composi¢ao
(FISCHER et al., 2008), entre as principais pode-se citar os flavonoides, acidos
aromaticos, ésteres, aldeidos, cetonas, acidos graxos, terpenos, esteroides,
aminodcidos, polissacarideos, hidrocarbonetos e alcoois (FARNESI et al., 2009).

Devido a grande diversidade quimica, no Brasil existem treze tipos de prépolis
ja classificadas, descobertas em trés regides do pais (cinco na Regido Sul, uma na
Regido Sudeste e sete na Regido Nordeste). Sendo estas, caracterizadas quanto a
sua aparéncia, coloracdo de extratos, caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
bioldgicas (DAUGSCH et al., 2007).
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Dentre as principais atividades biolégicas que a propolis apresenta destacam-
se a antimicrobiana (JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014), antiviral (KAl et al., 2014), anti-
inflamatoria (FUNAKOSHI-TAGO et al., 2015), antioxidante (ALENCAR, et al., 2007,
JUG; KONCIC; KOSALEC, 2014; ALVES; KUBOTA, 2013) cicatrizante (ALMEIDA et
al., 2013), anestésica (ALMEIDA et al., 2013) e antitumoral (NOVAK et al., 2014).
Devido a essas atividades biologicas a propolis é estudada e empregada
mundialmente (KAI et al., 2014).

3.2 ANTIOXIDANTES

Antioxidantes s&@o substancias que, quando presentes em menores
concentracdes que as do substrato oxidavel, sdo capazes de retardar ou diminuir a
oxidacdo deste de maneira eficaz (BARBOSA, et al., 2010). Os antioxidantes inibem
a acao dos radicais livres causadores de estresse oxidativo e consequentemente dos
danos do tecido. Evitando a formacao desses radicais, eliminando-os ou promovendo
a sua decomposicao (CASTRO, et al., 2014).

O estresse oxidativo, geralmente decorre de um aumento nos niveis de
compostos pro oxidantes em relacdo aos antioxidantes, esse desequilibrio é gerado
pelo excesso de radicais livres. Esse estresse oxidativo colabora para oxidacao de
biomoléculas que resultard na perda de funcbes bioldgicas e desequilibrio
homeostatico, que é evidenciado atraveés do dano oxidativo potencial de células e
tecidos, atuando diretamente nos processos de envelhecimento, transformacéo e
morte celular, com consequéncias diretas em muitos processos patolégicos
(BARBOSA, et al., 2010; VASCONCELOS, et al., 2007).

No extrato de propolis, a atividade antioxidante é atribuida principalmente ao
seu teor de compostos fendlicos, que é capaz de combater os radicais livres através
da inducdo a ativacdo de enzimas antioxidantes tais como superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT) e, assim, proteger o0 organismo contra a peroxidacao lipidica
e 0 estresse oxidativo (ATTIA; ELMAZOUDY; EL-SHENAWY, 2012).

Devido as caracteristicas multifuncionais da prépolis, a eficacia da atividade
antioxidante € melhor avaliada com base nos resultados obtidos de diversas analises,

considerando as diferentes condicbes oxidantes, composicdo e mecanismos
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antioxidantes (SILVA, et al., 2007). Desta forma, varios métodos sdo empregados para
a quantificacao dos teores de atividade antioxidante, entre os existentes, os métodos:
sequestro do radical ABTS, reducéo do Fe3*a Fe?*(FRAP), sequestro do radical livre
DPPH sdo comumente utilizados (KITRYTE; SADUIKIS; VENSKUTONIS, 2015;
LATOCHA; LATA; STASIAK, 2015).

Por possuir uma atividade antioxidante alta; em alguns paises como o Brasil,
China e Argentina o extrato de propolis é utilizado extensivamente como um
suplemento alimentar (CASTRO, et al., 2014).

3.2.1 Compostos fendlicos

Segundo Angelo e Jorge (2007) compostos fendlicos sao “estruturas quimicas
gue apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros,
gue os confere o poder antioxidante. Esses podem ser naturais ou sintéticos”. O poder
antioxidante é decorrente da reacao do fenol com um agente oxidante forte produzindo
uma quinona. Essas por sua vez, constituem uma classe de compostos muito
interessante e valiosa em razédo de suas propriedades redox, sendo cruciais no
funcionamento e manutencao das células vivas (PAVIA et al., 2009, p. 428).

Compostos polifendlicos, encontrados na maioria das plantas, assim como em
seus subprodutos, podem ter um efeito positivo sobre muitas doencas cronicas
(ORSOLIC, et al., 2014). Os flavonoides, um dos principais grupos de compostos
fendlicos em proépolis, sdo os compostos chave para a estimativa de qualidade de
prépolis, e o teor de flavonoides tem sido implicado nas atividades biol6gicas de
propolis (ALMEIDA et al., 2013).

3.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

A espectroscopia do infravermelho € uma técnica de absorcédo que utiliza a
regido do infravermelho do espectro eletromagnético, essa regido pode ser

subdividida em trés partes principais a regido do préximo (12500 cm™* — 4000 cm?),
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médio (4000 cm™ — 200 cm™) e distante (200 cm™ — 10 cm™). As moléculas quando
absorvem radiag&o no infravermelho, sdo excitadas para atingir um estado de maior
energia. Somente frequéncias selecionadas sao absorvidas pelas moléculas (PAVIA,
et al., 2009, p.738; VOGUEL, 2008, p.386).

A radiacdo nessa faixa de energia corresponde a faixa que engloba
frequéncias vibracionais de estiramento e dobramento das ligacbes na
maioria das moléculas mais covalentes. No processo de absor¢do séo
absorvidas as frequéncias de radia¢do no infravermelho que equivalem as
frequéncias vibracionais naturais da molécula em questdo, e a energia
absorvida serve para aumentar a amplitude dos movimentos vibracionais das

ligagbes na molécula (PAVIA et al., 2010, p.17).

Essas vibracdes moleculares podem ser classificadas como deformacgdes
angulares e deformacfes axiais. No qual, deformacbes angulares se referem a
variacfes ritmadas de ligacbes que possuem um atomo em comum, ou ainda ao
movimento de um grupo de atomos ao restante da molécula sem que as posicdes
relativas dos atomos se alterem. Enquanto que, a vibracdo de deformacao axial € um
movimento ritmico ao longo do eixo da ligacdo que faz a distancia interatdmica
aumentar e diminuir de maneira alternada (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2007, p.70).

Portanto, para cada tipo de ligacao ha uma frequéncia propria de vibracao que
esta em um ambiente ligeiramente diferente, e essas moléculas de estruturas diversas
absorvem em diferentes posi¢cdes no infravermelho, ou seja, tem espectros
caracteristicos (PAVIA, et al., 2009, p.750).

3.3.1 Espectroscopia do infravermelho proximo (NIRS)

Na regiao espectral do IV-préximo os espectros sado consequéncias de bandas
harmoénicas ou de combinacdo das frequéncias fundamentais. A regido estende-se
desde o final da regido visivel de maior comprimento de onda em cerca de 800 nm até
2500 nm (12500 a 4000 cm™t) (VOGUEL, 2008, p. 387). As bandas de absorcéo nesta

regido sao sobre tons ou combinacdes de vibracdes fundamentais de estiramento que
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ocorrem na regido de 3000 a 1700 cm™. As ligacdes envolvidas geralmente sdo C-H,
N-H e O-H (HOLLER et al., 2009, p. 487).

A espectroscopia de infravermelho proximo com transformada de Fourier
fornece uma escala de numero de ondas altamente reprodutivel, com melhor
resolucdo e sensibilidade maior do que com equipamentos dispersivos (VOGUEL,
2008, p. 397). Porém para o processamento dos dados nessa técnica,

(...) os espectros ndo apresentam bandas espectrais limpas, assim, ndo se
pode estabelecer uma correlagdo direta com a concentracdo do analito,
portanto para esta instrumentacéo, técnicas de calibracdo multivariada séo
necessarias (HOLLER et al., 2009, p. 488).

3.4 QUIMIOMETRIA

A utilizacdo de ferramentas matematicas, graficas e estatisticas para a
resolucdo de problemas quimicos, deu origem a uma nova area da quimica
denominada quimiometria, que se destina a analise de dados quimicos de natureza
multivariada (OLIVEIRA, 2006; FERREIRA 1999).

Esta area teve origem na década de 70, mas s6 se firmou quando os
computadores passaram a fazer parte dos laboratérios quimicos (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2006). As técnicas instrumentais evoluiram e
consequentemente houve uma complexidade nos dados gerados por esses
equipamentos, assim, as ferramentas quimiométricas passaram a traduzir esses
dados (OLIVEIRA, 2006).

A quimiometria ndo se apresenta como uma ferramenta simples, ela envolve
diferentes métodos como otimizacdo de experimentos, otimizacdo e validacdo de
metodologias analiticas, planejamento de experiéncias, ajuste de curva,

processamento de sinal, andlise de fatores e calibracdo multivariada (LUZ, 2003).

3.4.1 Calibracdo multivariada
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A Calibragdo multivariada geralmente combina uma grande quantidade de
informacéo espectral com os valores da amostra de referéncia correspondentes, iSso
leva a uma maior precisao e estabilidade de erro (CONZEN, 2006, p. 21). Essa técnica
€ mais comumente utilizada para espectroscopia de infravermelho préoximo e
espectroscopia Raman (ZHANG et al., 2010). Na calibragdo o nimero de observacgdes
€ inferior ao nimero de covariaveis, e essas covariaveis possuem alta correlacéao
entre si (MORELLATO, 2010).

Esse método quimiométrico tem tornado possivel modelar propriedades
fisicas e quimicas de dados simples e complexos, a partir de dados espectroscopicos.
Na espectroscopia, a analise multivariada permite manipular dados de absorbancia
espectrais associados a uma ou mais frequéncias ao mesmo tempo (SOUZA,
FERRAO, 2006).

3.4.1.1 Regressao por minimos quadrados parciais (PLS)

A Regressdo por minimos quadrados parciais (PLS, do Inglés Partial Least
Squares), € uma técnica de predicdo utilizada para relacionar varias variaveis
independentes X com uma ou mais variaveis Y (LUZ, 2003).

A informacgéo dos espectros do analito deve ser comparada com os valores
de concentracdo correspondentes. Alteracdes que ocorrem em ambas as estruturas
de dados de ponto devem ser reconhecidas e correlacionadas uns com o0s outros
(CONZEN, 2006 p. 21).

A PLS apresenta como principais vantagens ser habil para modelar
regressdes com multiplas variaveis resposta e produz fatores com alto poder de
predicdo (MORELLATO,2010). A selegcéo da regiao espectral a ser modelada pode
melhorar o desempenho dessa técnica de calibracdo em relagdo aos modelos que
empregam o espectro inteiro (DA SILVA, et al., 2007).

Como demonstram Konzen et al., (2003) para a modelagem por PLS X e Y
sao representadas pelos escores (T) e pelos pesos (P), onde:

X=TPT +E (1)
Y=UQ" +F (2)
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Assim, uma relagéo entre as matrizes de dados X e Y pode ser obtida,
correlacionando-se escores de cada bloco, gerando uma relacéo linear descrita da
seguinte forma:

U=bT +e (3)

Sendo:

“T” uma matriz resposta (como um conjunto de espectros), “U” uma matriz

7

contendo variaveis dependentes (propriedades de todas as amostras), “b” é um vetor
contendo os parametros do modelo, e “€” é um vetor que representa o ruido do
espectro e os erros do modelo.

Como cada matriz x e y é decomposta separadamente, pode ocorrer de o
modelo n&o ser tao satisfatorio. Portanto, deve-se buscar um modelo onde as matrizes
de residuos “E” e “F” sejam as menores possivel e, a0 mesmo tempo, conseguir uma
relacdo linear entre “T” e “U”.

Assim, os modelos de calibrac&o correlacionam a técnica alternativa proposta
com um valor de referéncia (método oficial) com base nos valores do coeficiente de
correlacdo R?, erros padrées de calibracédo (tipo MSEC ou RMSEC), e de predicdo
externa (tipo MSEP ou RMSEP) e predicdo interna cruzada (tipo MSECV ou
RMSECV) (MORGANO, 2005; KONZEN et al., 2003).

Desta forma, ap6s o desenvolvimento da calibracdo podem ser previstas as
propriedades de novas amostras a partir dos sinais espectrais (SOUZA; FERRAO,

2006).

3.4.1.2 Pré-tratamento espectral

Na busca por menores valores possiveis de erros na constru¢cao dos modelos
de regressdo faz-se o uso de pré-tratamentos de dados espectroscopicos
(MORGANO, 2005), entre os principais destacam-se:

Centrar na média (CM): consiste em calcular a média das intensidades para
cada comprimento de onda e subtrair-se cada intensidade do respectivo valor médio
(FERREIRA, et al., 1999).
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Correcdo de espalhamento multiplicativo (MSC):é aplicado uma
transformacao linear em cada espectro, de modo que os espectros coincidam melhor
com o espectro médio de todo o conjunto (SILVA, 2009).

Primeira derivada: € comumente utilizada para remocao de efeitos aditivos
gue causam deslocamento na linha base independente de Y (POVIA, 2007).

Filtro Savitzky-Golay (SAVITZKY; GOLAY, 1964): a suavizagdao ocorre da
seguinte maneira; primeiramente € definido a origem do sinal, apos define-se a largura
do intervalo e o ponto central do intervalo, a remoc¢éo do ponto central do conjunto de
pontos do intervalo, entdo, ha o ajuste de um polinbmio de grau variavel aos pontos
restantes, esse polinbmio é entdo utilizado para estimar o valor do ponto removido
(CERQUEIRA; POPPI; KUBOTA, 2004).

Segunda Derivada: é aplicada pois, pode remover a flutuacao linear da linha
de base (POVIA, 2007).

Normalizacdo (SNV): A normalizagdo é aplicada para corrigir a variagao
indesejada do sinal observado nos espectros (SYVILAY, et al., 2015).

Constant Offset Elimination: Os espectros sdo deslocados linearmente de
modo que os valores de y-minimos sejam igual a zero (CONZEN, 2006).

Subtracdo da linha reta (SLS): Ajusta-se uma linha reta no espectro pelo
método PLS. Essa linha reta é entdo subtraida do respectivo espectro (SILVA, 2009).

3.4.1.3 Validacao

A escolha do nimero de variaveis latentes implica diretamente na capacidade
preditiva do modelo criado, pois, o0 numero de variaveis latentes deve conter
informacdes suficientes que permita modelar o sistema de forma a ndo ser um modelo
superajustado e também que ndo deve modelar ruido, permitindo assim a criacdo de
um modelo com boa capacidade de previsdo para amostras externas, a escolha do
namero de variaveis latentes € comumente determinado através da validacao
cruzada. (MORGANO, 2005).

Para avaliar a capacidade de predicdo e robustez dos modelos, varios
parametro séo utilizados como: erro padréo de calibragdo (RMSEC), erro padréo de
predicdo externa (RMSEP), erro padrao de predicéo interna cruzada (RMSECV), Taxa
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de alcance do erro (RER), e coeficiente de correlacdo (R?), Razdo da performance
do desvio (RPD).

Geralmente valores de RMSEC, RMSEP e RMSECYV e seus correspondentes
coeficientes de correlacédo sdo utilizados para avaliar o modelo de calibracédo do NIR.
Além de que a razdo entre 0o RMSEP e RMSECV (RMSEP/RMSECYV) é utilizado para
indicar a robustez do modelo (quanto mais proximo de 1 mais robusto o modelo sera)
(PASCOA; MAGALHAES; LOPES, 2013).

Para valores de RPD acima de 2, as equacbes de calibracdo sé&o
consideradas boas (DAL ZOTTO, et al., 2008).

O parametro de RER range error ratio (taxa de alcance do erro) pode ser

determinado a partir da equacéo 4.

RER = (ymax - ymin) 4)
RMSEV

Sendo: (Yymax — Ymin) O intervalo de calibragédo, e RMSEV o erro de validacdo (RMSECV
ou RMSEP). Valores de RER acima de 10 séo indicativos de modelos com boa
estimativa (PASCOA; MAGALHAES; LOPES, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE PROPOLIS

Amostras de propolis produzidas por abelhas Apis mellifera no apiério da
UTFPR Campus Dois Vizinhos Estado do Parana foram coletada nos meses de marco
a agosto de 2013, sendo na sequéncia limpas, trituradas com auxilio de nitrogénio
liqguido, homogeneizadas e armazenadas em freezer (-6°C) até o momento das

analises.

4.1.1 Preparo do Extrato Etandlico de Propolis (EEP)

Os extratos foram preparados pesando-se 2 gramas de prépolis (item 4.1),
em tubo falcon e adicionados 25 mL da mistura extratora etanol: dgua (80:20 v/v)
(OLDONI et al., 2015) e extraidos sob aquecimento em banho termostatizado a 70°C

por 45 minutos. Todas as extracdes foram realizadas em triplicata.

4.2 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A determinacao de compostos fendlicos totais foi realizada seguindo o método
espectrofotomeétrico de Folin-Ciocalteau, sugerido por Singleton e Rossi (1965). A uma
aliquota de 0,5 mL da amostra a ser analisada foram adicionados 2,5 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau (1:10). Ap6s 5 minutos de repouso da mistura, adicionou-se 2,0
mL de uma solugéo de Na2COs (4%). As solugdes ficaram encubadas ao abrigo da
luz e a temperatura ambiente e apos 2 horas foi realizada a leitura da absorbancia a
740nm. Utilizou-se como padrédo de referéncia o acido galico em concentragbes que
variavam de 5 a 100 yg.mLe os resultados foram expressos em mg equivalente ao

padrao acido galico (EAG)/g de amostra.



26

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL
LIVRE DPPH

A quantificagdo de atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
livre DPPH foi realizada segundo Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995). Onde,
adicionam-se a 0,5 mL do EEP (1:50) 3 mL de etanol P.A e 0,3 mL da solucédo do
radical DPPH 0,5 mmol L't em etanol P.A. A mistura permaneceu por um periodo de
45 minutos ao abrigo da luz e temperatura ambiente e posteriormente foi realizada a
leitura em 517 nm no espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em pymol de
Trolox por grama de prépolis (umol de Trolox/g prépolis). A curva padréo foi construida
a partir do antioxidante sintético Trolox nas concentracdes de 15, 25, 50, 75 e 100

pumol L.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL
ABTS*

O método de sequestro do radical ABTS* € descrito por Re et al., (1999). Este
consistiu no preparo do radical ABTS* a partir da reacédo de 5 mL de solucdo ABTS
(7,0mM) com 88 uL de Persulfato de potassio (14uM), sendo a solugcdo armazenada
por 16 h ao abrigo de luz sob temperatura ambiente. Apos a incubacéo, a solucéo foi
diluida em etanol P.A até obter uma absorbancia de 0,700 £ 0,200 a 734 nm. O método
fundamentou-se na adigédo de 30 pyL do EEP (1:5) com 3 mL da solugao do radical
formado, utilizando o branco com etanol P.A. Para a constru¢do da curva padrao foi
utilizado o antiradicalar Trolox nas concentra¢cdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000
umol L. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em uymol de Trolox

por grama de propolis (umol de Trolox/g propolis).

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE REDUCAO DO FERRO (FRAP)
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Descrito por Benzie e Strain (1996). O reagente FRAP constitui-se de uma
mistura de 25 mL de uma solucdo de tampéo acetato 300 mM e pH 3,6; 2,5mL da
solucéo de TPTZ 10 mM 2,5 mL de uma solucéo aguosa de cloreto férrico 20mM. Uma
aliquota de 100 pL do EEP (1:50) foi pipetada juntamente com 3 mL do reagente
FRAP, a mistura permaneceu sob a auséncia de luz a temperatura de 37°C em banho
de agua com controle de temperatura por 30 minutos. A curva de calibracdo foi
realizada com sulfato ferroso como padrdo nas concentracdes de 200, 500, 1000,
1500 e 2000 pmol L. Os resultados obtidos foram expressos em umol de Fe?*por

grama de propolis (umol de Fe?*/g propolis).

4.6 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES

Para a quantificagcdo do teor de flavonoides totais presente no extrato
etandlico de prépolis (EEP) foi utilizado o método colorimétrico descrito por Park et al
(1995). O mesmo consistiu no preparo de duas séries de tubos contendo 0,5 mL do
EEP (1:5) e identificados com e sem adicdo de nitrato de aluminio. Nos tubos que
receberam nitrato foram adicionados 4,3 mL de etanol 80% e nos que n&o receberam
nitrato foram adicionados 4,4 mL de etanol 80%. Em todos os tubos foram adicionados
0,1 mL de acetato de potassio CH3COOK 1 M. Na série de tubos identificada para
receber nitrato foram adicionados 0,1 mL de nitrato de aluminio AI(NO3s)s 10%. O
branco foi preparado com 4,9 mL de etanol 80% e 0,1 mL de CH3COOK. Os tubos
foram agitados e deixados em incubacao no escuro durante um periodo de 40 minutos
a temperatura ambiente.

Posteriormente, foram realizadas as leituras da absorbancia em
espectrofotometro a 415 nm. Para a quantificacdo do conteudo de flavonoides totais,
foi construida uma curva analitica utilizando quercetina como padréo, o resultado foi

expresso em mg de equivalente de quercetina por grama de amostra (mgEQ/Q).

4.7 ESPECTROSCOPIA DO INFRAVERMELHO PROXIMO
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Os 82 extratos foram analisados em espectrometro de infravermelho préximo
com transformada de Fourier (FT-NIR) equipamento BRUKER MPA em acessorio vial,
com leitura em absorbancia com resolucéo de 8 cm™ e 32 acumulagdes na regido de

comprimento de onda de 4.000 a 12.000 cm™.

4.8 CALIBRACAO MULTIVARIADA

O modelo de calibragdo multivariada foi desenvolvido através do método
estatistico de regressao por minimos quadrados parciais (PLS) em software OPUS
7.2quant?2.

4.9 VALIDACAO

A validacdo do modelo foi realizada por dois métodos distintos validacéo
externa por grupo de teste (test set) e validacdo interna cruzada (cross validation).
Para a validacdo externa foram separadas em torno de 30% da quantidade de
amostras utilizadas na calibracéo. Na validacao interna é deixado de fora da validacéo
uma amostra para cada 50 amostras de calibracdo, até que todas as amostras do

modelo sejam retiradas uma vez para validagéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DE REFERENCIA

5.1.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Neste trabalho, apenas alguns extratos foram quantificados para elucidar as
técnicas de bancada, a maioria dos resultados utilizados para a construcdo do modelo
provém de analises realizadas pelo grupo de pesquisa em propolis coordenado pela

professora Dr.2 Tatiane L. C. Oldoni. Os resultados obtidos sdo apresentados na

tabela 1.
Tabela 1 —Analises de referéncia
Amostras ABTS DPPH FRAP Flavonoides Fendlicos
umolTrolox/g umolTrolox/g  umol Fe?'/g mgEQ/g mgEAG/g
1 227,97 60,23 361,36 919,91 18,38
2 248,30 60,39 342,23 836,97 19,05
3 244,65 59,21 363,08 801,15 21,59
4 57,63 37,02 86,09 60,22 9,54
5 56,69 26,74 94,85 288,07 9,69
6 74,37 28,89 130,22 390,42 10,13
7 354,41 103,08 538,59 3185,40 28,44
8 310,41 115,00 593,40 3158,70 30,44
9 316,89 99,33 551,42 2616,77 29,14
10 86,14 50,37 324,81 890,70 17,53
11 92,00 40,52 228,40 960,57 16,17
12 89,30 41,77 277,34 1160,30 17,09
13 240,61 129,93 616,82 4639,01 35,72
14 298,46 175,77 837,17 5653,41 37,52
15 352,53 173,66 709,06 6369,68 36,58
16 82,47 43,62 193,29 1196,41 17,35
17 90,90 49,05 248,82 1383,54 18,48
18 85,69 34,74 225,37 1161,22 14,29
19 95,82 50,22 281,56 908,50 18,73
20 94,75 52,95 287,71 1009,17 18,91
21 98,33 45,78 316,43 1184,21 19,57

22 88,30 81,06 299,29 473,78 23,83
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Amostras ABTS DPPH FRAP Flavonoides Fendlicos
umolTrolox/g  pmolTrolox/g pumol mgEQ/g MgEAG/g
Fe?*/g
23 91,02 59,92 308,36 640,21 25,03
24 92,46 57,07 297,09 519,38 22,96
25 86,59 41,14 213,44 1087,92 17,98
26 95,68 40,65 229,29 866,15 19,77
27 86,95 41,39 227,29 977,03 18,51
28 41,72 18,34 84,33 147,13 8,23
29 49,10 16,41 75,83 132,10 7,63
30 38,05 13,67 66,74 134,48 6,88
31 98,33 31,80 228,32 604,49 13,94
32 92,14 29,68 215,20 519,60 12,92
33 86,22 25,11 203,74 361,05 11,64
34 83,85 25,85 123,04 692,23 9,49
35 75,31 25,36 148,49 637,31 10,02
36 77,78 23,04 111,84 597,39 10,49
37 63,24 26,67 147,83 361,02 9,91
38 55,29 26,46 161,23 335,52 11,04
39 55,72 18,54 125,90 169,65 8,19
40 54,22 18,54 128,16 217,85 8,98
41 46,61 24,83 113,04 291,96 10,07
42 77,99 32,88 155,57 485,38 6,48
43 52,36 18,74 90,26 619,72 8,33
44 49,60 17,71 80,96 662,72 7,49
45 54,39 19,08 86,00 539,22 7,80
46 59,69 19,41 91,88 528,31 8,19
47 59,12 20,18 100,07 493,53 8,25
48 59,35 18,40 106,59 627,83 7,83
49 68,78 19,87 89,88 603,80 7,88
50 56,60 19,06 88,52 535,75 7,62
51 61,82 20,63 98,08 524,26 8,68
52 101,36 34,93 209,12 694,57 14,29
53 97,98 33,71 202,24 795,14 13,36
54 97,08 48,24 217,60 767,94 13,59
55 164,39 110,55 560,18 4012,39 25,17
56 142,76 104,80 538,61 3303,81 23,74
57 101,21 69,26 408,85 972,83 27,41
58 95,01 68,96 384,42 797,26 25,18
59 106,10 73,68 398,90 1539,10 27,52
60 92,82 46,85 228,68 555,54 15,40
61 71,15 48,16 241,15 682,77 15,92
62 76,49 38,18 218,37 453,47 15,67
63 61,33 21,78 162,09 506,22 8,35
64 59,71 19,39 143,46 929,50 9,01
65 61,82 19,64 155,99 787,07 8,58
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Amostras ABTS DPPH FRAP Flavonoides Fendlicos
umolTrolox/g  pmolTrolox/g pumol mgEQ/g MgEAG/g
Fe?*/g
66 108,27 59,06 309,74 2521,31 19,15
67 113,98 51,18 283,04 2175,48 17,57
68 85,57 31,77 232,77 917,86 13,54
69 91,16 32,38 231,42 806,53 14,76
70 90,43 38,85 268,87 704,67 15,05
71 94,20 39,42 258,75 821,17 15,41
72 99,48 39,93 266,6 835,34 19,75
73 94,10 40,70 252,57 703,04 15,48
74 26,54 11,68 90,73 159,22 5,43
75 24,00 11,89 88,68 183,27 6,70
76 22,49 13,68 81,81 167,86 5,29
77 53,75 30,03 276,71 712,20 13,45
78 50,77 30,04 265,11 648,34 13,34
79 51,71 29,82 271,17 577,91 13,88
80 56,91 35,05 220,91 746,94 12,57
81 52,41 33,98 254,61 639,78 10,89
82 58,58 32,06 187,68 748,70 11,22

Para exemplificar os valores e variacbes dos resultados obtidos em cada

analise foram realizados histogramas em software EViews 9 Student (Figuras 1 a 5).

Desta forma pode-se visualizar de maneira gréfica a repetitividade de concentracdes

das amostras.
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Figura 1 -Histograma dos valores reais fendlicos totais.
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As andlises de fendlicos tiveram valores de quantificagdo que variaram de
5,29 a 37,51 (mgEAG/g), com uma média de 15,33 (MgeEAG/qg) (Figura 1).
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Figura 2 - Histograma dos valores reais Flavonoides.

As andlises de flavonoides tiveram valores que variaram de 60,22 a 6369,68
(mgEQ/g), como um valor médio de 1024,196 (mgEQ/q) (Figura 2).
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Figura 3 - Histograma dos valores reais DPPH.

A figura 3, apresenta as variacdes das quantificacdes de DPPH, com valores
que variaram de 11,68 a 175,77 (pmolTrolox/g) com valor médio de 44,26

(umolTrolox/qg).
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Figura 4 - Histograma dos valores reais ABTS
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Para as andlises de ABTS as quantificacdes variaram de 22,49 a 354,40
(umolTrolox/g) com valor de médio de 99,51 (umolTrolox/g) (Figura 4).
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Figura 5 - Histograma dos valores reais FRAP.

A figura 5 mostra que os valores da analise de referéncia para FRAP variaram
de 66,74 a 837,17 (umol Fe?*/g), com valor médio de 244,08 (umol Fe?*/g) para as

amostras.

5.2 ANALISES NO INFRAVERMELHO PROXIMO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER (FT-NIR)

Foram obtidos os espectros na regido do infravermelho préoximo dos 82
extratos etandlicos de prépolis (Figura 6), no entanto, como 0s espectros apresentam
basicamente sinais referentes a sobretons e sobreposicdes de ligacdes, ha a
necessidade de analises multivariadas para que seja possivel a geracao dos modelos

de calibracao.
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Figura 6 - Espectros de NIR para as 82 amostras de EEP analisadas sem pré-tratamento.

5.3 DESENVOLVIMENTO DOS MODELOS DE CALIBRACAO E VALIDACAO

Para construcdo dos modelos de calibragdo, o método PLS foi desenvolvido
em software opus 7.2 quant2, onde as informagdes espectrais foram organizadas em
uma matriz de dados e correlacionadas a um vetor que armazena dados da
concentracéo de cada espectro. Para a minimizagéo de erros e consequente melhoria
da capacidade preditiva do modelo, foram empregados pré-tratamentos, escolha do
namero de variaveis latentes, remocao de outliers e utilizacdo de regides espectrais
especificas para cada modelo sugeridas pelo software, baseado em valores de
RMSECV.

5.3.1 Compostos fendlicos totais
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5.3.1.1 Pré-tratamento, regido espectral e remocéao de outliers

O numero de variaveis latentes (VL) para a construcdo deste modelo foi
determinado a partir da validagéo cruzada (NIKOLICH; SERGIDES; PITTAS, 2001).
Essa metodologia de determinacdo das VL por validacdo cruzada é comumente
utilizada, pois os meétodos de projecdo produzem modelos tendenciosos e é
necessario evitar o sobreajuste (overfitting) (MARTINS; FERREIRA, 2013).

Desta forma, a melhor relacdo de baixo RMSECV foi utilizada, sendo para

este modelo de 8 VL (Figura 7).

RMSECV

T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Variaveis Latentes

Figura 7 - Determinacdo do nimero de variaveis latentes do PLS para o modelo de Compostos

Fenélicos Totais.

O pré-tratamento utilizado para minimizacdo de erros foi o constant offset
elimination. A remog&o de amostras andmalas foi realizada e por meio da analise de
variancia, sendo as amostras 55, 56, 66 e 72 identificadas como outliers e excluidas
do modelo de calibragéo. O conjunto de validagdo externa ndo apresentou outliers.
Para a construcdo do modelo de compostos fendlicos totais as regides do espectro
utilizadas para a calibracdo foram (9400 - 7498,4 cm™?) e (6102,1 — 5774,3 cm™)
(Figura 8).
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Figura 8- Regido espectral (hachurada) utilizada na construgéo do modelo

Oliveira e colaboradores (2004) reportam gque a escolha de regides espectrais
pode melhorar significativamente a eficiéncias das técnicas de calibracdo (OLIVEIRA,
et al., 2004).

5.3.1.2 Modelos de calibracéo e validagcéao

Apés a remocao de amostras andmalas, a calibragcdo contou com cinquenta e
oito amostras. As amostras utilizadas como conjunto de teste foram: 4, 9, 12, 13, 16,
23, 27, 31, 34, 40, 43, 46, 50, 52, 54, 59, 63, 70, 73 e 77.

Os resultados de calibragdo podem ser visualizados na figura 9B, que exibe
os valores experimentais versus os valores preditos. Os parametros de erro e predicéo

do modelo de calibracédo sdo apresentados na tabela 2.
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Figura 9 - Diagrama de correlacao entre a predi¢céo e o valor verdadeiro de fendlicos das
amostras por validacéo interna cruzada (A) e validacdo externa (B).

Na figura 9A e 9B séo apresentados em vermelho os resultados de validacao

interna cruzada e validacao externa do modelo respectivamente.

Tabela 2 — Resultados de calibragao e validagao para o modelo de compostos fendlicos totais

Compostos Fendlicos Calibracao Validacéao
Totais
Cross Validation Test set

R? 0,96 0,94 0,95
RMSEC 1,44 - -
RMSECV - 1,75 -
RMSEP - - 1,67
RPD 5,07 4,19 4,94
RER - 18,41 19,30
RMSEP/RMSECV - 0,95

Ao analisar os valores de RMSEC, RMSEP, RMSECV e seus respectivos
coeficientes de correlagdo, nota-se que os resultados apresentam uma correlagao
satisfatoria entre os valores experimentais e os preditos pelo modelo. Os valores de
R? para a validagdo foram maiores que 0,94. Os modelos que apresentam R?> 0,90
sao considerados excelentes (DAL ZOTTO, et al., 2008). Os valores de RPD ficaram
proximos a 5, indicando que as equacdes de calibragdo séo boas e os valores de RER
de 18,41 e 19,30 indicam uma boa capacidade preditiva para o modelo. Ainda, a razédo

RMSEP/RMSECYV apresentou valor de 0,95 demonstrando um excelente parametro
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de robustez, visto que, o modelo com a méxima robustez possui razdo igual a
1(PASCOA; MAGALHAES; LOPES, 2013).

Pascoa et al. (2013) utilizaram a mesma metodologia para quantificacdo de
compostos fendlicos em café e o modelo desenvolvido em sua pesquisa apresentou
valores de coeficiente de correlacdo e erro padrdo de predicéo e calibragédo (R?%pred=
0,94; RMSEC=1,37; RMSECV=1,65; RMSEP= 1,48; RER= 16,1) muito prOXimos aos
obtidos neste modelo, podendo ser um indicio de que esses valores de erro sejam
caracteristicos da técnica de referéncia utilizada (PASCOA; MAGALHAES; LOPES,
2013).

Deste modo, todos os parametros avaliados indicam que o modelo de
fendlicos € capaz de predizer as quantificacfes analiticas para os EEP com excelente

capacidade e robustez.

5.3.2 Flavonoides

5.3.2.1 Pré-tratamento, regido espectral e remocéo de outliers

Neste modelo o nimero de variaveis latentes que possibilitou o menor erro de

validacéo cruzada foi o de 8VL para o PLS (Figura 10).
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Figura 10 - Determinacdo do niumero de variaveis latentes do PLS para o modelo de

Flavonoides.

Os pré-processamento empregados foram de SNV em regido espectral de

7216,9 — 5326,8 cm* (Figura 11A) e primeira derivada com suavizacdo de 17 pontos
em regido espectral de 9400 — 8447,3 cm™ e 6102 — 5446, 4 cm™ (Figura 11B), ainda

na figura 11Bé demonstrado o pré-processamento de primeira derivada com

suavizacao Savitzky-Golay (SG) utilizado nos espectros.

As amostras sugeridas pelo software como andémalas (14, 15, 23, 66, 67)

foram retiradas do modelo.
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Figura 11- Regides utilizadas (hachurada) na constru¢gdo do modelo de calibracdo (A) e

espectros com a suavizagdo SG (B)

5.3.2.2 Modelos de calibragéo e validagéo

Para construcdo do modelo a calibracao utilizou cinquenta e nove amostras,

para conjunto de teste de validacdo as amostras utilizadas foram: 1, 3, 6, 10, 19, 21,
25, 28, 31, 36, 37, 40, 46, 49, 53, 56, 71 e 74.
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Figura 12- Diagrama de correlacdo entre a predi¢cédo e o valor verdadeiro de flavonoides das

amostras por validacdo cruzada interna (A) e validac&o externa (B).

Na figura 12, sdo apresentados em vermelho as amostras utilizadas para
validacdo interna cruzada (Figura 12A) e validacdo cruzada externa (Figura 12B). A
tabela 3, indica os principais parametros para estimar a qualidade dos modelos

gerados.

Tabela 3 - Resultados de calibragao e validacdo para o modelo de Flavonoides.

Flavonoides Calibracao Validacéao
Cross Validation Test set

R? 0,86 0,69 0,83
RMSEC 327,23 - -
RMSECV - 484 -
RMSEP - - 279
RPD 2,68 1,81 2,6
RER - 9,46 16,41
RMSEP/RMSECV - 0,57

A estimativa dos coeficientes de correlacdo para o valor experimental com o
valor predito tiveram valores de 0,83 para o conjunto de validacéo (test set) e 0,69
para a validac&o cruzada (cross validation). Dal Zotto e colaboradores (2008) sugerem
que R?¢ entre 0,66 e 0,81 indica previsdes quantitativas aproximadas dos reais. (DAL
ZOTTO, et al., 2008).

A razdo RMSEP/RMSECV apresentou valor inferior a 0,60 indicando que o
modelo ndo € robusto. A capacidade preditiva avaliada pelo valor de RER apresentou
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valores de 9,46 e 16,41, estando dentro do sugerido pela literatura, para modelos com
boa estimativa (PASCOA; MAGALHAES; LOPES, 2013), porém como foi o Unico
parametro com um bom indicativo, sugere-se que esse valor seja atribuido ao grande
intervalo de referéncia dos valores experimentais de flavonoides.

Os parametros apresentados sugerem que o modelo ainda ndo apresenta
uma boa capacidade de predicao e robustez.

Como sugere Luz (2003) modelos de calibracdo com baixo R? sdo atribuidos
principalmente, a pouca variacdo nos valores reais utilizados na construcdo do
modelo, este mesmo problema pode ser verificado para os modelos de flavonoides
(Figura 2) as amostras de referéncia apresentaram pouca variabilidade, desta forma
propdem-se que, para a obtencdo de melhores resultados, o modelo deve conter um
intervalo de referéncia com uma distribuicdo mais homogénea de valores de
quantificacdo (LUZ, 2003).

5.3.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL
LIVRE DPPH

5.3.3.1 Pré-tratamento, regiao espectral e remocao de outliers

Para o modelo de calibracdo de DPPH foram utilizadas 8 VL a escolha foi
realizada a partir dos valores de RMSECV para cada numero de variaveis como

demonstra a figura 13.
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Figura 13 - Determina¢ao do niumero de variaveis latentes do PLS para o modelo de DPPH.

O pré-tratamento espectral que possibilitou o desenvolvimento do melhor
modelo para DPPH foi com SNV e primeira derivada com suavizag¢do Savitzky-Golay
(SG) de 17 pontos, para a constru¢cdo do modelo a regido utilizada foi de 9400 —
8447,3 cm evidenciada na figura 14B.

A figura 14A, apresenta o pré-tratamento de primeira derivada realizado nos
espectros sem a suavizacao (SG), ja afigura 14B apresenta 0s espectros apos o pré-

tratamento, tornando visivel a minimizacéo dos ruidos apos a aplicacdo do SG.
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Figura 14 - Espectro das amostras com pré tratamento de primeira derivada (A) e ap0s

suavizacado SG (17 pontos) e regido espectral (hachurada) utilizada na constru¢cédo do modelo

(B).
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5.3.3.2 Modelos de calibracéo e validacéo

Como nao houve a presengca de amostras anbémalas no modelo, foram
utilizadas sessenta e duas amostras para calibracdo e vinte para o conjunto de teste,
sendo estas: 3, 6, 7, 10, 13, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 37, 40, 46, 53, 59, 61, 65, 74 e 78.
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Figura 15 - Diagrama de correlacéo entre a predicéo e o valor verdadeiro de atividade
antioxidante pelo método DPPH das amostras por validagao cruzada interna (A) e validagéo

externa (B).

A figura 15, apresentam a curva de calibragéo (B)obtida para o modelo de
DPPH e suas respectivas curvas de validagao (A e B), essas curva relacionam o valor
experimental versus o predito pelo modelo, as amostras utilizadas para validac&o

cruzada (Figura 15A) e validagao externa (figura 15B) sé&o evidenciadas em vermelho.
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Tabela 4 - Resultados de calibracédo e validacédo para o modelo de DPPH.

DPPH Calibracao Validacéao
Cross Validation Test set

R? 0,94 0,88 0,91
RMSEC 8,76 - -
RMSECV - 11,3 -
RMSEP - - 8,88
RPD 4,35 2,92 3,83
RER - 13,65 17,81
RMSEP/RMSECV - 0,77

Analisando os valores de coeficiente de correlacdo obtidos nota-se que a
validagédo cruzada apresentou valor de R? = 0,88 e a validacéo interna R? = 0,91. Os
valores de RPD foram maiores que 2 demonstrando boa capacidade preditiva, o RER
apresentou valores acima de 10 indicando excelente predicdo e o modelo apresentou
razdo RMSEP/RMSECV de 0,77 para o indicativo de robustez. Deste modo, 0s
parametros sugerem que o modelo desenvolvido tem boa capacidade preditiva e uma

robustez satisfatoria.

5.3.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE SEQUESTRO DO RADICAL
ABTS

5.3.4.1 Pré-tratamento, regido espectral e remocéao de outliers

Para o desenvolvimento do modelo de ABTS o nimero de variaveis latentes
do PLS utilizado foi de 8 VL, que foi sugerida pelo software quant2 a partir dos valores
de RMSECYV (Figura 16).
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Figura 16 - Determinagdo do numero de variaveis latentes do PLS para o modelo de ABTS.

Primeiramente os dados foram centrados na média, ainda para a melhor
minimizacdo dos erros nesse modelo foram utilizados os pré-tratamentos Internal
Standard na regido de (8956,5 - 5311,4 cm™) e SLS (9400 - 8447,3 cm™) (Figura 17),
a curva de calibracdo ndo apresentou amostras anémalas, porém a curva de validacao
externa apresentou sugestéo de outlier para amostra 13, a mesma foi descartada da

curva.
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Figura 17 - Regibes espectrais (hachurada) utilizadas na constru¢do do modelo

5.3.4.2 Modelos de calibracédo e validacéo

Para construcdo da curva de calibragdo sessenta e duas amostras foram
utilizadas. E para a validacao por grupo de teste dezenove amostras foram utilizadas,
sendo estas: 3, 6, 10, 16, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 40, 43, 46, 53, 56, 57, 63, 65 e 78.

A figura 18, apresenta a curva de calibracdo (B) e as curvas de validacéo (A
e B) do modelo de ABTS.
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Figura 18- Diagrama de correlacéo entre a predi¢céo e o valor verdadeiro de atividade
antioxidante por método ABTS das amostras por validagdo cruzada interna (A) e validacao

externa (B).

Na figura 18, sdo expressos em vermelho as amostras utilizadas para
validacdo interna cruzada (Figura 18A) e validacdo cruzada externa (Figura 18B).
Pode-se observar que as curvas apresentaram pouca variacdo nos resultados de
predicdo versus experimental em relacdo a linha de tendéncia. Os parametros de

predicdo do modelo sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de calibragcado e validac&o para o modelo de ABTS

ABTS Calibragéo Validagao
Cross Validation Test set

R2 0,96 0,90 0,92
RMSEC 12,81 - -
RMSECV - 21,9 -
RMSEP - - 13,2
RPD 5,45 3,52 3,34
RER - 15,16 25,14
RMSEP/RMSECV - 0,60

As curvas de validacdo do modelo de ABTS apresentaram valores de R2 >
0,90; a capacidade de predicdo do modelo avaliada por RPD € considerada
satisfatoria, pois possui valores superiores a 2, o RER apresentou valores de
validagéo cruzada de 15,16 e validagdo externa de 25,14, valores acima de 10 para
RER consideram as curvas de calibracdo com boas estimativas, em ambos os casos

os resultados indicam novamente uma boa predicdo para o modelo. Os modelos
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apresentaram erros altos, modelos de calibracdo desenvolvidos por Pascoa,
Magalhdes e Lopes para ABTS em café apresentaram RMSECV= 21,2 e
RMSEP=17,2, similares aos valores reportados neste trabalho, desta forma sugere-
se gue estes valores de erro sejam caracteristicos para as analises de referéncia de
sequestro do radical ABTS. A raz&o dos erros de predicdo que indica a robustez do
modelo apresentou valor de 0,60; indicando pouca robustez no modelo. Portanto o

modelo desenvolvido apresenta boa capacidade preditiva com uma robustez razoavel.

5.3.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO DE REDUCAO DO FERRO
(FRAP)

5.3.5.1 Pré-tratamento, regido espectral e remocéao de outliers

Para este modelo o numero de variaveis latentes do PLS que propiciou o
menor RMSECYV foi o de 7VL (Figura 19).
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Figura 19 - Determinagdo do numero de variaveis latentes do PLS para o modelo de FRAP.

Primeiramente os dados foram centrados na média, e 0s outros preé-

processamentos que propiciaram melhores resultados a curva de calibracdo foram
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primeira derivada, segunda deriva e MSC, as regides utilizadas na constru¢cdo do
modelo foram de (9400 — 7498,4 cm™ e 6102 — 5446,4cm?) (Figura 20).

5
54 %
- A\ /
o\o A
= ] :
®
e 21 7
7 \
g 2
E ¥l
1 4/“
0+ = = =7 /
] (9400 - 7498,4) / (6102,1 - 5446,4)
-1 T T j T T T T 1 T T
14000 12000 10000 8000 6000 4000

. -1
numero de onda (cm )

Figura 20 - Regido espectral (hachurada) utilizada na constru¢céo do modelo

Nas curvas ndo houveram constatacdo de amostras anémalas. Desta forma,
para a construcdo do modelo as amostras separadas para validacdo externa foram:
3,6,7,11, 13, 19, 22, 25, 28, 31, 34, 40, 46, 53, 59, 61, 63, 65, 74, 78. As amostras
restantes foram utilizadas na calibracao.

5.3.5.2 Modelos de calibracédo e validacéo

O conjunto utilizado para a curva de calibracdo de FRAP € apresentado em

preto na figura 21B. Na figura 21, sdo demonstradas em vermelho as amostras
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utilizadas para validag&o interna cruzada (Figura 21A) e validagdo cruzada externa
(Figura 21B).
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Figura 21- Diagrama de correlacéo entre a predi¢céo e o valor verdadeiro de atividade

antioxidante por FRAP das amostras por validac&o cruzada interna (A) e validagdo externa (B).

A tabela 6, indica os principais parametros obtidos da validacédo das curvas
geradas.

Tabela 6 - Resultados de calibracdo e validacédo para o modelo de FRAP

FRAP Calibracao Validacéao
Cross Validation Test set

R2 0,90 0,85 0,84
RMSEC 55,62 - -
RMSECV - 60,4 -
RMSEP - - 57,1
RPD 3,21 2,59 2,48
RER - 12,55 13,49
RMSEP/RMSECV - 0,94

O modelo desenvolvido apresentou valores de R? de predicédo de 0,85 e 0,84
para validacdo interna e externa respectivamente, modelos de calibragcdo com RZ%
entre 0,81 a 0,90 séo considerados bons (DAL ZOTTO, et al., 2008).

Os valores de RER foram superiores a 10, indicando um modelo com boa
estimativa, e por apresentar valores de RPD acima de 2 o modelo apresenta boas
calibracdes. A razdo de RMSEP/RMSECYV apresentou valor de 0,94, muito proximo

de 1, sendo um indicativo de que o modelo é robusto.
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Desta forma entende-se que o modelo de calibragcdo gerado € capaz de
predizer as quantificacdes de FRAP em EEP de maneira robusta.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho propés um método alternativo para a determinacdo de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante in vitro para extratos etanélicos de
propolis. A grande vantagem de utilizar a técnica de espectroscopia no infravermelho
proximo aliada a PLS é a facilidade, rapidez e baixo custo para desenvolver as
quantificacdes dos parametros anteriormente citados.

No desenvolvimento dos modelos foi possivel observar que, para a garantia
de bons modelos, eles devem conter um numero minimo de amostras que
representem a maior faixa possivel de estudo. Os modelos criados apresentaram de
maneira geral uma boa capacidade de predicédo, desta forma as validacdes utilizadas
sugerem que o modelo de flavonoides é capaz de estimar as quantificacbes dos EEP
e 0s modelos de fendlicos, DPPH, ABTS e FRAP tornam-se uma alternativa as
analises de referéncia apresentadas, diminuindo a geracao de residuos e o tempo das

analises.
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