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RESUMO

FONTOURA, Bruno Henrique. Determinacao rapida e de baixo custo de baixo custo
do potencial antioxidante das cascas da castanheira utilizando imagens digitais e
modelo de regressdo multivariada. 2021. 65 f. Trabalho de conclus&o de curso
(Bacharelado em Quimica) Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato
Branco, 2021.

O Brasil possui uma vasta biodiversidade e dentre as plantas encontradas no territério
brasileiro esta a Bertholletia excelsa, conhecida popularmente como castanheira,
muito reconhecida pela sua améndoa a castanha-do-para. Os metabolitos
especializados sdo compostos essenciais para as plantas, os quais atuam como
defesa a agentes bidtico e abidtico. Colaboram na perpetuacédo da espécie e na sua
adaptagcdo ao ambiente e ao clima. Podemos destacar os compostos fendlicos,
terpenos e alcaloides como metabdlitos especializados. Esses compostos podem
possuir potencial antioxidante. Antioxidantes sdo compostos (enddégenos ou
exdgenos) que podem neutralizar os radicais livres, que sdo moléculas endégenas ou
geradas por fatores externos com elétrons desemparelhados, os quais podem causar
dano celular. O desequilibrio entre radicais livres e antioxidantes, pode gerar o
estresse oxidativo, responsavel por certas doengcas degenerativas como Mal de
Alzheimer, Parkinson e até mesmo cancer. Com o objetivo de extrair compostos com
potencial antioxidante é importante realizar um planejamento experimental para
otimizar a extracdo desses compostos bioativos. Desta forma, ensaios como
compostos fendlicos totais (CFT), ABTS, DPPH e FRAP sao uteis para avaliar o
potencial antioxidante em extratos de plantas. Para auxiliar nessa otimizacdo e
quantificacao, ferramentas estatisticas podem ser utilizadas, a fim de observar os
fatores que influenciam na extragdo como tempo, temperatura e concentracdo do
solvente e nos levar de uma forma segura a obtencdo das melhores condigbes de
extracdo. Na procura por facilidade nos processos do dia-a-dia de laboratério e na
minimizagao dos custos de analises foram desenvolvidos modelos quimiométricos a
fim de prever as caracteristicas de interesse. Neste sentido, neste trabalho, modelos
utilizando imagens digitais foram utilizados para avaliar o potencial antioxidante em
extratos de cascas de castanheira. O delineamento composto central rotacional (CCR)
utilizado no estudo sugeriu como melhor condi¢cao de extragcdo CFT com atividade



antioxidante aquela préxima ao ponto central, cuja concentrag&o de etanol foi de 50%.
Os resultados indicaram uma modelagem eficiente para CFT, FRAP e DPPH, ja o
modelo para o ensaio ABTS mostrou necessitar de outros testes para a busca de um
modelo mais eficiente.

Palavras chave: Bertholletia excelsa. Castanheira Antioxidante. Otimizacao.

Quimiometria.



ABSTRACT

FONTURA, Bruno Henrique. Fast and low-cost determination of the antioxidant
potential in Brazil nut using digital images and multivariate regression model. 2021. 65
f. Course completion work (Bachelor of Chemistry) Federal Technological University
of Parana. White Duck, 2021.

Brazil has a vast biodiversity and among the plants found in the Brazilian territory
is the Bertholletia excelsa, popularly known as Brazil nut, well known for its
almond and Brazil nut. Specialized metabolites are essential compounds for
plants, which act as a defense to biotic and abiotic agents. They collaborate in
the perpetuation of the species and its adaptation to the environment and climate.
We can highlight phenolic compounds, terpenes and alkaloids as specialized
metabolites. These compounds may have antioxidant potential. Antioxidants are
compounds (endogenous or exogenous) that can neutralize free radicals, which
are endogenous molecules or molecules generated by external factors with
unpaired electrons, which can cause cell damage. The imbalance between free
radicals and antioxidants can generate oxidative stress, responsible for certain
degenerative diseases such as Alzheimer's, Parkinson's and even cancer. In
order to extract compounds with antioxidant potential, it is important to carry out
an experimental design to optimize the extraction of these bioactive compounds.
Thus, tests such as total phenolic compounds (CFT), ABTS, DPPH and FRAP
are useful to assess the antioxidant potential in plant extracts. To assist in this
optimization and quantification, statistical tools can be used, in order to observe
the factors that influence the extraction such as time, temperature and solvent
concentration and lead us in a safe way to obtain the best extraction conditions.
In the search for ease in the daily laboratory processes and the minimization of
analysis costs, chemometric models were developed in order to predict the
characteristics of interest. In this sense, in this work, models using digital images
were used to evaluate the antioxidant potential in chestnut bark extracts. The
central composite rotational design (CCR) used in the study suggested as the
best condition for CFT extraction with antioxidant activity the one close to the

central point, whose ethanol concentration was 50%. The results indicated an



efficient modeling for CFT, FRAP and DPPH, while the model for the ABTS test

showed that it needed other tests to search for a more efficient model.

Keywords: Bertholletia excelsa. Brazil nut Antioxidant. Optimization. Chemometry.
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1. INTRODUGCAO

Em nosso planeta existe uma infinidade de plantas com variadas
caracteristicas e aplicagbes. O Brasil possui uma rica flora, uma vez que a maior
floresta do mundo, a floresta amazénica se encontra no territério brasileiro (Souza et
al., 2019).

Entre essa vasta gama de plantas, existem diversas com propriedades
medicinais, muitas delas ja bem conhecidas e utilizadas e outras ainda né&o
elucidadas, apenas com conhecimento empirico.

Dentre as plantas que fazem parte da flora brasileira podemos destacar a
Bertholletia excelsa, conhecida pelo seu nome popular, castanheira, doravante
chamada dessa forma. E uma arvore de grande porte e mais popularmente conhecida
por sua améndoa, a castanha-do-para (John; Shahidi., 2010).

A castanha-do-para € um alimento que possui presenga significante de
micronutrientes como: sédio, potassio, magnésio e selénio (Santos et al., 2010).
Existem estudos relatando a atividade antioxidante da castanha-do-para (Maldonado
et al., 2020; Nascimento et al., 2020; Sartori et al., 2020; Gomes et al., 2019), porém
sdo escassos os estudos abordando o potencial antioxidante das cascas dessa
arvore.

Dentre os compostos com potencial antioxidante, alguns sdo pertencentes ao
metabolismo especializado das plantas. Compostos desse metabolismo néao
apresentam fungéo estrutural e vital para a vida das plantas, muito embora, alguns
compostos sejam essenciais em diversas situagdes, principalmente as relacionadas a
situacdes de estresse biotico e abidtico (Barat et al., 2017).

Além disso, a sintese destas substancias pode trazer grandes vantagens
competitivas e adaptativas em relacdo as demais plantas, condi¢cao tal denominada
alelopatia (Latif et al., 2017).

Esses compostos também possuem funcéo de defesa de patégenos e insetos,
pigmentacédo e reproducgdo através de polinizadores e adapta¢gdes de modo geral
(Moore et al., 2019).

Como metabdlitos especializados podemos destacar as trés principais
macroclasses pertinentes: os compostos fendlicos, terpenos e alcaloides (Rai et al.,
2017).
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Os compostos fendlicos sdo uma das principais classes dos metabdlitos
especializados com estrutura e funcado bem definidas, podendo serem divididos em
diversas subclasses, desde um composto mais simples como um fenol simples, até
aos polifenois (compostos fendlico com mais de um anel aromatico), com diversas
outras classes incluidas (Izidoro et al., 2021).

O consumo dessa classe de compostos tem sido associado a efeitos benéficos
para a saude, por apresentarem propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias,
anticancerigenas, antimicrobianas, em funcado da atividade biolégica em que esses
compostos agem, de forma a neutralizar os radicais livres ou até mesmo inibir suas
acoes deletérias em nosso organismo (Oliveira et al., 2011).

Contudo, constantemente os organismos dos seres humanos produzem
compostos de defesas (antioxidantes endégenos), em funcéo de reagdes e situagdes
adversas (situagdes que fujam da homeostase) (Gutteridge et al., 2018).

A produgao desses compostos tende a ocorrer em maior intensidade quando
da ocorréncia do aumento da produgao de radicais livres por alguma determinada
situacao.

No entanto, quando a producgao de radicais livres € superior a producédo de
antioxidantes naturais do organismo, leva a necessidade de obtengdo de compostos
antioxidantes por meio da dieta (antioxidantes exdégenos) (Gomes et al., 2013).

O desequilibrio entre radicais livres e antioxidantes € chamado estresse
oxidativo (Barbosa et al., 2010).

Na pratica, para identificacdo e estimativa de compostos com potencial
antioxidante in vitro, podemos destacar o método de quantificacdo de compostos
fendlicos totais (classe de foco nesse estudo) e atividade antioxidante pelos métodos
ABTS, DPPH e FRAP (Badarinath et al., 2010).

No entanto, no processo de identificagcao e quantificacdo desses compostos, se
faz necessario a realizacdo de otimizagdo das condig¢des, visando resultados mais
seguros, de maior confiabilidade e reprodutibilidade.

Para realizar a otimizacdo das condi¢cdes de extragdo de compostos bioativos,
normalmente é necessario a utilizar um planejamento experimental, onde fatores
como, concentracao de solvente, temperatura e tempo de extracdo sao testados afim
de definir a condigdo que maximiza a extragdo desses compostos (Andrade et al.,
2015).
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No entanto, dependendo do planejamento utilizado, pode demandar uma
grande quantidade de experimentos, elevando o custo e o tempo para realizagdo do
estudo.

Logo, visando reduzir tal demanda, pode-se utilizar planejamentos estatisticos
reduzidos com menos experimentos, a exemplo o fatorial fracionado, Box-Behnken e
o composto central rotacional (Zamora-Gasga et al., 2017).

Também é importante ressaltar que além de planejamentos podemos utilizar
diversas ferramentas estatisticas que auxiliam também na obtencdo de dados
igualmente confiaveis.

Uma das ferramentas que vem sendo empregada € a quimiometria, onde um
modelo matematico é gerado a fim de predizer as variaveis resposta de maneira mais
rapida e de baixo custo (Morellos et al., 2016).

O presente trabalho tem por objetivo a otimizagado das condigdes de extracao
(concentragao de etanol, temperatura e tempo de extragao) das cascas do tronco da
castanheira (Bertholletia excelsa) (castanheira) a fim de quantificar os compostos
fendlicos totais e atividade antioxidante por diferentes métodos.

Em paralelo, sera realizado a constru¢do de um modelo matematico com a
finalidade de predizer as mesmas variaveis supracitadas, de forma rapida e com baixo

custo utilizando imagens digitais.
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

O objetivo desse estudo foi otimizar a extragdo para quantificar o teor total dos
compostos fendlicos e atividade antioxidante nos extratos das cascas do tronco da
castanheira (Bertholletia excelsa) e gerar modelos quimiometricos das mesmas
variaveis resposta por meio de analise de imagens digitais para predizer valores de
concentracdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante no extrato de

castanheira.

2.2 ESPECIFICOS

e Elaborar um planejamento experimental eficaz na extracado de compostos com
potencial antioxidante;

o Estimar através de ferramentas estatisticas a melhor condi¢cdo de extragao;

e Elaborar um modelo quimiometrico para prever compostos fendlicos totais e
atividade antioxidante através da utilizagdo de imagens digitais e calibragéo

multivariada.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Desde os tempos mais antigos os seres humanos vém buscando formas de
melhorar sua saude e qualidade de vida, buscando estratégias para prevencgao de
enfermidades. A utilizacdo de plantas medicinais com esse intuito destacava-se como
sendo a unica forma de tratamento e prevencado de enfermidades até o advento da
farmacologia (Dalar et al., 2018).

Atualmente o uso de plantas medicinais tem sido bastante disseminado,
principalmente em paises em desenvolvimento, uma vez que, a utilizacdo de

fitoterapicos tem apoio da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (Mattos et al., 2018).

3.1PLANTAS MEDICINAIS

Existem registros historicos datados de 2800 anos a.C. de que civilizagbes
antigas como egipcios, hindus e chineses faziam uso de plantas medicinais para
tratamentos de saude, sendo que a utilizagao de plantas medicinais era a unica forma
de tratamento e prevencao de enfermidades até os avancos da farmacologia nos
séculos XIX e XX (Firmo et al., 2011).

De acordo com a OMS para uma planta ser considerada medicinal, ela precisa
possuir, em um ou mais 6rgaos, substancias que possam ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos (Lima et al.,
2016).

Existem uma ampla variedade de plantas que sdo vendidas em mercados
populares, feiras livres, lojas de produtos naturais e até mesmo em farmacias,
comercializadas muitas vezes em escala industrial, garantindo diversos beneficios a
saude (Rocha et al., 2013).

Entretanto, os beneficios anunciados ou até mesmo repassados através do
senso comum (conhecimento empirico) ndo possuem validade cientifica quanto sua
eficacia e ou toxicidade se fazendo necessario o desenvolvimento de pesquisas
cientificas para comprovacoes de tais propriedades (Balbino; Dias, 2010).

No territério brasileiro encontra-se a floresta amazénica, com uma das maiores

biodiversidades do mundo, possuindo uma grande variedade de plantas com seu
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potencial medicinal ja caracterizado, mas por outro lado ha diversas plantas que ainda

nao foram elucidadas (Santos; Ferreira., 2005).

3.2 CASTANHEIRA - Bertholletia excelsa

A Bertholletia excelsa (

Figura 1), conhecida popularmente como castanheira, castanheira verdadeira,
castanha do Para e castanha do Brasil, pertence a familia das Lecitidaceas, € uma
planta nativa do Brasil e tem ampla distribuigdo na floresta Amazénica (Santos et al.,
2010).

Considerada de grande porte, a castanheira pode medir até 60 m de altura, e
seu diametro pode medir de 100 a 180 cm (Costa et al., 2009).

Existe uma grande valorizagdo da sua améndoa, por ser comestivel e possuir
elevado valor nutricional (Bouvie et al.,, 2016). A castanha possui elevada
concentracao de selénio e grandes quantidades de calcio, magnésio, folato, sodio e
potassio (Dumont et al., 2006; Lemire et al., 2009; Segura et al., 2006).

Popularmente a castanheira é utilizada como alimento e seus residuos podem
ser utilizados na geragao de energia e também na area medicinal (Shanley et al.,
2005).

Existem relatos na literatura de atividade anti-inflamatéria tripanocida, sendo o
extrato de castanheira capaz de inibir o crescimento do Trypanossoma cruzi agente
causador da doenga de chagas (Campos et al., 2005).

Também ha relatos na literatura da presengca de compostos fendlicos e
tocoferdis (Santos et al., 2013), ambos compostos que apresentam potencial
antioxidante (Yang et al., 2009), e que vem sendo associados a diversos beneficios a
saude (Del Ré; Jorge., 2012).

Existe uma vasta quantidade estudos a respeito da améndoa da
castanheira, porem sido escassos os estudos a respeito das caracteristicas da

Bertholletia excelsa em outras matrizes da planta.
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Figura 1 - Bertholletia excelsa, conhecida popularmente como castanheira, castanha do Brasil e castanho
do Para.

Fonte:https://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/37306682/extrativismo-da-castanha-do-brasil--e-

avaliado-em-estudo-antropologico

3.3METABOLITOS ESPECIALIZADOS

As plantas produzem diversos compostos organicos necessarios para sua
sobrevivéncia, estes podem ser divididos em metabdlitos primarios e secundarios,
este ultimo atualmente chamado metabolismo especializado.

Os metabdlitos primarios correspondem as substincias que realizam os
processos fotossintéticos, apresentam funcdo estrutural e de armazenamento de
energia (aminoacidos, nucleotideos, agucares, lipideos), sendo essenciais para os
processos vitais das plantas (Cunha et al., 2016).

Ja os metabdlitos especializados diferentemente dos primarios nao possuem
funcdo estrutural, tampouco energética, sua fungdo é principalmente relacionada a
defesa das plantas frente a situagcdes de estresses, sejam eles bidticos ou abidticos.

Além disso, atua também na produ¢ao de compostos visando a atragcdo de
agentes polinizadores (compostos com cor, odor e sabor) e competitividade entre
plantas, como sobrevivéncia (alelopatia) (Matsuura et al., 2018).

Essas caracteristicas surgiram evolutivamente com a necessidade de
sobrevivéncia, através de mutagdes surgiram novos compostos com tal finalidade.
Porém, cada espécie possui suas proprias caracteristicas quanto a presenca de
metabolitos especializados, podendo ser divididos basicamente em trés principais


http://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/37306682/extrativismo-da-castanha-do-brasil--e-
http://www.embrapa.br/busca-de-noticias/-/noticia/37306682/extrativismo-da-castanha-do-brasil--e-
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grandes grupos que sdo distintos quimicamente entre si: compostos fendlicos,

alcaloides e terpenos (Guauque et al., 2010).

3.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma das maiores classe de metabdlitos
especializados presente nas plantas, todos com estrutura quimica e atividade
bioldgica variada (Dai; Mumper., 2010).

Em comum, essa classe de compostos possuem ao menos um anel aromatico
com um ou mais grupos hidroxilas ligados a ele, podendo serem classificados como
fendis simples (quando possuem apenas um anel aromatico) (a exemplo, o acido
galico na figura 2) e polifentis quando possuem dois ou mais (a exemplo a quercetina
na figura 3) (Telles et al., 2017).

O grupo dos compostos fendlicos é constituido de moléculas simples (acidos
fendlicos) e moléculas com alto grau de polimerizagédo (taninos com elevado peso
molecular), além disso eles podem estar na forma livre ou também ligados a agucares
(monossacarideos, dissacarideos e oligossacarideos) e proteinas (Alves et al., 2020).

Estes compostos podem ser sintetizados a partir de duas vias metabdlicas via
do acido chiquimico e via do acido maldnico, dependendo da espécie envolvida
(Teramoto et al., 2011).

Figura 2 — Estrutura quimica do acido galico, classificado como um composto fendlico simples.

O OH

HO OH
OH

Fonte: autoria propria, 2021.
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Figura 3 — Estrutura quimica da quercetina, classificada como um polifenol.
OH
OH

HO O

OH

OH ©O
Fonte: Autoria prépria, 2021.

Os flavonoides sdo um dos mais importantes grupos e diversificado do reino
vegetal, sendo amplamente distribuidos pelo reino vegetal (Pereira et al., 2016). Q
Quimicamente séo pertencentes a macroclasse dos compostos fendlicos
(Kowalski et al. 2020). Podendo ser subclassificados como flavonas, flavononas,
isoflavonas, flavondis, flavanois e antocianidinas dentre outas classes (Dos Santos;
Farias Rodrigues., 2017).

Os taninos sao classificados como condensados e hidrolisaveis. Os taninos
sdo compostos de massa molecular intermediaria a alta, capazes de formar
complexos com proteinas e outros polimeros, sendo portanto, responsaveis pela
sensagao gustativa de adstringéncia ao paladar (Santiago et al., 2020).

Os acidos fendlicos ou também chamados de fendis simples podem ser
classificados em dois subgrupos os acidos hidroxibenzdicos (acido galico, acido
vinilico etc.) e acidos hidroxicinamicos (acido cafeico, acido ferulico etc.) (Oliveira;
Bastos., 2011).

As cumarinas séo derivados do acido chiquimico pela via do acido cinamico.
Elas podem ocorrer livres ou combinadas com agucares e acidos. Atualmente as
cumarinas sao classificadas em 4 grupos, cumarinas simples, furanocumarinas,

piranocumarinas e cumarinas substituidas no anel de lactona (Hussain et al., 2018).

3.3.2 Alcaldides

Outra classe, de suma importancia pertencente ao metabolismo especializado,
sdo os alcaloides. Sao na sua maioria, compostos organicos aromaticos nitrogenados,
que possuem pelo menos a substituigdo de um nitrogénio em sua estrutura (Teramoto
etal., 2011).
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Nas plantas, esses compostos geralmente possuem fung¢des de defesa por
conta de sua alta toxicidade e em doses mais baixas podem ser usados na

farmacologia como por exemplo a morfina e a codeina (Taiz; Zeiger., 2013).

3.3.3 Terpenos

Os terpenos sao outra classe dos metabolitos especializados das plantas e
podem ser classificados a partir do seu niumero de carbonos como: monoterpenos
(C10), sequiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40).
Os terpenos sao produzidos através da vias do acido mevaldnico e via do metileritritol
fosfato (Rocha et al., 2020; Taiz; Zeiger., 2013; Teramoto et al., 2011).

Os monoterpenos devido ao seu baixo peso molecular podem ser chamados
de 6leos essenciais ou esséncias. De modo geral os terpenos possuem fungao de

pigmentacgao e protegéo nas plantas contra herbivoros e animais (Felipe; Bicas., 2017)

3.4RADICAIS LIVRES

Um radical livre é um atomo, fragmento de um complexo ou molécula que
possui elétrons desemparelhados em sua ultima camada, geralmente com numero
impar de elétrons (Poprac et al., 2017).

Nestas condi¢des, o atomo ou molécula se torna altamente reativo, buscando
o elétron faltante para se estabilizar. Os radicais livres, possuem tempo de meia vida
curta, porém neste curto espago de tempo podem acarretar em grandes danos
celulares.

Esses radicais podem ser gerados por fontes endégenas (processos bioldgicos
que ocorrem naturalmente no organismo) e fontes exdgenas (fontes externas)
(Sharma et al., 2018).

Nas fontes enddgenas de radicais livres, que sdo aquelas em que o préprio
organismo produz, sao gerados principalmente nas mitocdndrias, membranas
celulares e no citosol (Jezek et al., 2018,).

Os processos respiratérios e diversas outras reagdes biolégicas necessarias
para a manutencao da vida sao também responsaveis pela geragao de radicais livres
(Sikora et al., 2008).
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Os quais estao envolvidos com reagdes de produgéo de energia, fagocitose,
regulagdo do crescimento celular, sinalizagéo intercelular e sintese de substancias
biologicas importantes (Barreiros et al., 2006).

Na forma exogena, situacdes essas relacionadas a invasores bibticos e/ou
condigbes adversas relacionadas ao consumo excessivo de alcool, tabaco, radiagéo
ultravioleta e gama, medicamentos ou dieta inadequada, ocasionando diversos danos
ao organismo quando sintetizados de forma excessiva. Por outro lado, os radicais
livres também apresentam fungbes benéficas ao organismo, atuando principalmente
como sistema de defesa (Fitria., 2013).

No entanto, o corpo humano possui mecanismo proprio de defesa frente a
producdo de radicais livres, quando demasiado, composto principalmente por
sistemas enzimaticos (Barreiro; Diaz., 2017). Porém, quando ha um desiquilibrio
entre a relacdo de quantidade produzida de radicais livres e antioxidantes, este
processo € conhecido como estresse oxidativo (Alegre et al., 2020).

O estresse oxidativo € o responsavel por algumas doencas degenerativas e
doencas crdnicas nao transmissiveis, como cancer, doencas cardiovasculares,
declinio do sistema imunoldgico e diabetes (Agassiz et al., 2018;Vasconcelos et al.,
2019).

As principais espécies de radicais livres conhecidas como espécies reativas do
oxigénio (ERO) e espécie reativas do nitrogénio (ERN) s&o: hidroxila (HO"),
superoéxido (Oz2 ), peroxila (ROQO*), perdxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso
(HOCI), alcoxila (RO"), 6xido nitrico (NO*), éxido nitroso (N203), acido nitroso (HNO2),
nitritos (NOz2’), nitratos (NOs’) e peroxinitros (ONOO~). Estas espécies podem ser
altamente reativas provocando graves danos aos lipideos, proteinas e ao DNA

(Losada-Barreiro; Bravo-Diaz.,2017).

3.5ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdo compostos que agem na defesa das células, capazes de
inibir e/ou reduzir a agao dos radicais livres e em suas reacdes associadas, a figura 4
representa uma reagdo genérica do mecanismo de agdo de um antioxidante
(Cakmakci et al., 2015).

A acao dos antioxidantes pode reduzir o estresse oxidativo e mutagcdes no DNA
e demais danos das células ocasionados por tais substancias. Estudos
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epidemiologicos relacionam a prevengdo de doengas degenerativas e do cancer
através da acado de compostos antioxidantes (Godic et al., 2014).

Os antioxidantes podem ser classificados como endogenos e exdgenos, 0s
endogenos sdo aqueles produzidos pelo proprio organismo principalmente por os
sistemas enzimaticos (Mironczuk-Chodakowska et al., 2018).

Estes sistemas s&o compostos principalmente pelas seguintes enzimas:
glutationa-peroxidase, catalase, metionina-redutase e superdxido-dismutase, é
variado conforme o organismo envolvido (Barbosa et al., 2014).

Os antioxidantes classificados como exdgenos ou dietéticos sao aqueles
obtidos através da alimentacdo(Guerra-Araiza et al. 2013). O consumo de frutas,
graos, combinac¢des de vitaminas e minerais, fibras e alguns compostos fendlicos
como antioxidantes tem mostrado bons resultados no combate a doengas cronicas

degenerativas causadas por radicais livres (Guerra-Araiza et al., 2013).

Figura 4 - Exemplo genérico do mecanismo de acéo dos antioxidantes.
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Fonte: Autoria propria, 2021.

Existem alguns métodos para avaliagdo e quantificagdo da atividade
antioxidante em extratos de plantas. Entre os métodos mais usais pode-se destacar o
método do sequestro do radical ABTS, sequestro do radical DPPH e o método de
redugdo do Fe3* em Fe?* (FRAP).

Geralmente sdo métodos colorimétricos onde uma amostra biolégica age
capturando um radical sintético ou reduzindo um composto redox, seu resultado é
expresso em relagado a um padrao predeterminado (Floegel et al., 2011).

O método ABTS mede a capacidade relativa de um antioxidante de capturar o
radical ABTS. E um método de maior amplitude sendo capaz de estimar a atividade
antioxidante de com compostos de maior gama de polaridade (compostos polares e
apolares).

O ABTS é gerado pela reagdo de um agente oxidante forte (persulfato de

potassio) com o sal ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico))
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sendo seu mecanismo de reagcdo a doagdo de uma molécula de hidrogénio pelo

antioxidante, neutralizando o radical, conforme figura 5 (Shalaby; Shanab., 2013).

Figura 5 - Mecanismo de reagédo ABTS
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

O método DPPH consiste na capacidade do antioxidante doar uma molécula
de hidrogénio para o radical sintético DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) de cor violeta
e neutralizando-o formando um composto de coloracdo amarela, conforme
mecanismo descrito na figura 6, diferente do ABTS que engloba uma maior gama de
compostos o DPPH possui afinidade maior com compostos polares (Floegel et al.,
2011).

Figura 6 - Mecanismo de reagdo do método DPPH
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

Por fim, o método FRAP (poder de reducéo do ferro) € um método que avalia o
poder de reducao dos extratos antioxidantes, sendo que o mecanismo de reag¢ao dos
antioxidantes de oxido-reducdo é avaliado pela redugdo do Fe3* a Fe?* conforme
mecanismo apresentado na figura 7: assim como ABTS e o DPPH o FRAP é um

método colorimétrico (Dudonne et al., 2009).

Figura 7 - Mecanismo de reagdo do método FRAP
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No entanto, de maneira geral, para uma extragao e estimativa mais eficiente
dos compostos com potencial antioxidante é importante a elaboragdo de um
planejamento experimental, onde s&o analisadas a relagdo das variaveis
independentes com as variaveis dependentes, permitindo assim a otimizagdo das

condicdes e resultados.

3.6 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Planejamento experimental € uma técnica em que processos experimentais
podem ser otimizados utilizando variadas ferramentas estatisticas para determinar as
interagbes das variaveis independentes (a exemplo: tempo, temperatura, pH,
concentracdo de solventes entre outros) nas dependentes (variaveis resposta)
(Andrade et al., 2015; Waszkowiak.,2016).

Dentre os planejamentos experimentais, os completos investigam a influéncia
de todas as variareis experimentais envolvidas no processo e suas interagdes sobre
as variaveis dependentes (Gunst; Mason, 2009). Esses planejamentos geram grandes
guantidades de ensaios experimentais, bem como elevagdo de custo e tempo
dependendo do numero de variaveis e niveis envolvidos.

Quanto maior o numero de variaveis investigadas maior sera o numero de
experimentos em um planejamento fatorial completo, no entanto, uma alternativa para
reducdo do numero de experimento € a aplicacdo de planejamentos como o fatorial
fracionado e composto central rotacional, onde somente uma fracdo do total de
experimentos € realizado (Castro, 2015).

A escolha de um planejamento experimental depende dos objetivos do
trabalho, se o objetivo for identificar poucos fatores que podem influenciar o processo
pode ser utilizado planejamentos fatoriais completos ou fracionados, porém se o
objetivo for otimizar o processo podem também ser utilizados planejamentos como
Box-Behnken e composto central (CCD) (Dorta et al., 2013).
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3.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL

O planejamento experimental composto central rotacional (CCR) &€ um
delineamento experimental com um fatorial 2% (k fatores) com repeticdo no ponto
central para que possa estimar o erro puro e pontos axiais que determinam os termos
quadraticos (Xiong et al., 2014).

O CCR é um planejamento experimental util na metodologia de superficie de
resposta para construir um modelo de segunda ordem (quadratico) sem a utilizagéo
de um planejamento fatorial completo de 3 niveis (Xynos et al., 2014).

Consiste em um planejamento fatorial estudado em dois estagios: um conjunto
de pontos centrais que geralmente sao replicados para melhorar a precisdo do
experimento e um planejamento rotacional com conjunto de postos axiais realizadas
nos valores de alfa (Xynos et al., 2014).

Ao comparar o CCR com planejamentos completos, o mesmo apresenta
vantagens por possuir menor numero de combinagdes entre os niveis dos fatores,
trazendo menores custo e maior qualidade no ajuste da superficie de resposta
(Andrade et al., 2015).

Com a evolugéo das tecnologias computacionais tem sido possivel obter uma
vasta quantidade de informacdes, muitas vezes complexas e multivariadas de
analises quimicas, esses instrumentos analiticos tem a capacidade de produzir
respostas multivariadas para cada amostra extraindo o maximo de informacgdes

relevantes (Souza et al., 2017).

3.8 QUIMIOMETRIA

A quimiometria € uma area da quimica em que métodos matematicos,
estatisticos e computacionais sdo empregados para interpretar, investigar e classificar
dados quimicos (Souza; Poppi., 2012).

Nos modelos quimiométricos, nos casos em que sao utilizadas as imagens
digitais, os canais de cores RGB s&o extraidos. Através dos canais de cores o software
estatistico prediz resultados, os quais sdo comparados com os resultados obtidos
através das variaveis de respostas experimentais, tendo como resultado o quao

préximo o modelo predito ficou do experimental (Araujo et al., 2018).
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Ha na literatura uma vasta quantidade de trabalhos utilizando a quimiometria
como alternativa de uma metodologia barata e simples. Araujo et al. (2018)
desenvolveram um modelo quimiométrico capaz de identificar com facilidade a
estabilidade em leite cru através de alteragdes no pH, obtendo um resultado com erro
de predi¢cado em torno de 0,3, tornando assim a metodologia precisa e eficaz.

Outro exemplo de estudo quimiométrico foi realizado por De Camargo et al.
(2018), onde foi desenvolvido um modelo quimiométrico através de imagens digitais
para determinar massa, volume aparente e densidade aparente de graos de milho,
obtendo um bom resultado entre os valores medidos e os valores preditos pelo modelo
PLS.

Podemos destacar como subareas da quimiometria o planejamento de
experimentos onde busca-se encontrar quais sdo as variaveis que afetam um
processo e suas possiveis interagbes entre as variaveis em estudo (Houghton;
Kalivas., 2000).

No reconhecimento de padrdes, partindo de informagbes como medidas
quimicas ou dados espectrais é possivel encontrar similaridade e detectar tendéncias
entre os dados (Rusak et al., 2003).

Por fim a calibragao multivariada procura estabelecer um modelo que relacione
resultados quimicos ou espectrais com propriedade como por exemplo concentragao
(Pereira et al., 2014).

A calibracdo multivariada busca obter uma fungcdo matematica que relacione
propriedades de interesse com resultados analiticos e instrumentais, dentro os
diversos metodos o mais utilizado é o de regressdo dos quadrados minimos parciais
(PLS) (Damasceno et al., 2015).

Na calibracdo univariada é utilizada apenas uma medida instrumental para
cada amostra de calibracdo, na calibragcdo multivariada duas ou mais respostas
instrumentais sao relacionadas com a propriedade de interesse (Sen et al., 2016).

Diversos modelos de calibragdo multivariada s&o utilizadas, como por exemplo:
Regresséao linear Multipla (MLR), Regressao por componentes principais (PCR) e
regressao dos minimos quadrados parciais (PLS) (Morellos et al., 2016).

No método PLSR as variaveis latentes (aquelas que nao sdo observaveis) sao
estimadas como agregados lineares ou componentes, podendo correlacionar as

variaveis latentes com o valor predito em termos de coeficiente de correlagédo (R) e o
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erro médio de predicdo (RMSEP) que deve ser minimizado para que os resultados

sejam satisfatorios.
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4 MATERIAIS E METODOS

As amostras de castanheira foram colhidas na zona rural do municipio de Alto
Paraiso — RO no més de julho de 2019 e cedidas gentiimente pela empresa Fonte
Clara Industria e Comércio de Produtos Naturais Ltda. com sede no municipio de Bom
Sucesso do Sul - PR.

4.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Tabela 1 - Planejamento experimental

Ensaios Solvente (%) Temperatura Tempo
(°C) (min)
1 20 (-1) 50 (-1) 50 (-1)
2 20 (-1) 50 (-1) 100 (1)
3 20 (-1) 70 (1) 50 (-1)
4 20 (-1) 70 (1) 100 (1)
5 80 (1) 50 (-1) 50 (-1)
6 80 (1) 50 (-1) 100 (1)
7 80 (1) 70 (1) 50 (-1)
8 80 (1) 70 (1) 100 (1)
9 0 (-1,68) 60 (0) 75 (0)
10 100 (1,68) 60 (0) 75 (0)
11 50 (0) 40 (-1,68) 75 (0)
12 50 (0) 80 (1,68) 75 (0)
13 50 (0) 60 (0) 30 (-1,68)
14 50 (0) 60 (0) 120 (1,68)
15 (C) 50 (0) 60 (0) 75 (0)

Fonte: Autoria propria, 2021

As cascas do tronco da castanheira foram secas em estufa a 37°C por 24 horas,
moidas em moinho de facas (Tecnal R-TE-650/1) (malha 30). As amostras foram
acondicionadas em embalagens plasticas e armazenadas em freezer com
temperatura de -12 °C até a realizacao das analises.

Os extratos e analises realizadas nesse estudo ocorreram nos laboratorios de
quimica da UTFPR — Campus Pato Branco e na Central de andlises vinculada ao

campus.

Para desenvolvimento do estudo, foi utilizado um planejamento composto
central rotacional (DCCR) com eixo de quatro pontos e triplicata no composto central.
As corridas foram realizadas em triplicata e a determinacao dos efeitos foram obtidas
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por trés variaveis independentes (concentracdo de etanol, temperatura e tempo de
extragdo) e em cinco niveis cada (-1,68179, -1, 0, 1 e 1,68179). Cada nivel
respectivamente é equivalente a cada condig&o: concentragéo de etanol (0, 20, 50, 80
e 100% vl/v), temperatura (40, 50, 60, 70 e 80 °C) e tempo de extragao (30, 50, 75,
100 e 120 min) (Tabela 1). Cada variavel independente foi avaliada e o delineamento

foi conduzido com 15 corridas em triplicata, totalizando 45 ensaios.

4.2PREPARO DO EXTRATO

Os extratos foram obtidos a partir de 0,5 gramas de casca de castanheira e 30
mL de solvente em banho-maria por determinado tempo nas condi¢cdes estabelecidas
pelo delineamento supracitado. Os extratos foram homogeneizados em vortex em
intervalos de 15 min e posteriormente centrifugados a 12000 rpm por 15 min. O
sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a -12 °C até a realizagao das

analises.

4.3VARIAVEIS DEPENDENTES

4.3.1 Compostos fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos foi realizada através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocateau, utilizando acido galico como padrédo de
referéncia, descrito por Singleton et al. (1999). Aliquota de 0,5 mL de extrato e 2,5 mL
do reagente de Folin-Ciocateau (1:10) foram colocados em tubos de ensaio. Apds 5
minutos de repouso da mistura, foram adicionados 2,0 mL de uma solu¢ao de Na2CO3
4% e mantidos ao abrigo da luz por 2 horas a temperatura ambiente. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro (UV-Vis Bel Photonics, 2000 Piracicaba, Brasil) e os

resultados foram expressos em g. 100 g' EAG (Equivalente em &acido galico).

4.3.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS™ (Rufino et al., 2007) (2,2-azino-
bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi realizada de acordo com método
descrito por Re et al. (1999). Uma solugéo de ABTS 7mM com persulfato de potassio
140 mM foi mantida por 12-16 h a temperatura ambiente e ao abrigo da luz para
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produzir o radical ABTS**. Passado o tempo de incubagado o radical foi diluido em
etanol absoluto em quantidade suficiente para obter um valor de absorbancia de 0,7
em espectrofotdmetro a 734 nm. As leituras posteriores também foram realizadas na
mesma faixa espectral. O Trolox, um antioxidante sintético analogo a vitamina E foi
utilizado como padrao. Os resultados da atividade antioxidante foram expressos em
mM TEAC g™' (TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity).

4.3.3 Atividade antioxidante pelo método DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Saral et al. (2016).
Para avaliacdo da atividade antioxidante os extratos foram reagidos com o radical
estavel DPPH em uma solugao de etanol. Na forma de radical, o DPPH possui uma
absorcao caracteristica a 517 nm, a qual desaparece apods a redugao pelo hidrogénio
doado por um composto antioxidante (StankeviCius et al., 2010). A mistura de reagéo
foi constituida da adicdo de 0,5 mL de extrato, 3 mL de etanol absoluto e 0,3 mL da
solucao do radical DPPH 0,3 mM em etanol. O antioxidante sintético Trolox foi utilizado

para construgdo da curva padr&o. Os resultados foram expressos em mM TEAC g

4.3.4 Atividade antioxidante pelo método FRAP

O ensaio do FRAP (Poder Antioxidante de Redug¢ao do Ferro) ocorreu de
acordo com metodologia descrita por Singleton et al. (1999) e baseia-se na
capacidade do antioxidante reduzir o Fe*3em Fe*?, na presenca de 2,4,6-tri(2-piridil)-
1,3,5-triazina (TPTZ) e em condigdes acidas, formando-se um complexo de coloragao
azul intensa com o Fe*2. A analise foi realizada em ambiente escuro, transferindo-se
uma aliquota de 90 pL de extrato diluido e 2,7 mL de reagente FRAP. Apods
homogeneizagao, manteve-se as amostras em banho-maria a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotdbmetro em 595
nm. Uma curva padrao de sulfato ferroso foi preparada e os resultados da atividade

antioxidante foram expressos em mM Fe*2 g'.

4.4 CALIBRAGCAO MULTIVARIADA DO METODO PLSR
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Os extratos obtidos através do planejamento experimental descritos
anteriormente (Tabela 1) tiveram suas imagens registradas. Além disso, foram obtidas
também as imagens dos ensaios de cada variavel resposta (compostos fendlicos
totais, atividade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP). As imagens foram
obtidas em um mini estudio fotografico (56 leds Evobox 60 cm plus — EVOBOX PLUS),
utilizando uma camera de celular Apple Iphone, modelo XR em condigcbes
padronizadas.

As imagens digitais (8 bits) foram entédo recortadas com dimensdes de 400 x
400 pixels utilizando o programa GIMP versédo 2.10.18. Foram extraidos os tons de
cinzas das imagens nos trés canais de cores (vermelho, verde e azul) (RGB - red,
green and blue) para compor a matriz de dados. Nesse estudo, foram extraidos 256
tons de cinzas para cada canal de cor (trés canais), totalizando 768 variaveis resposta.

O método da regressdo dos minimos quadrados parciais (PLSR) requer duas
matrizes: uma matriz X composta pelos tons de cinza, a qual é extraida das imagens
digitais e uma matriz Y com os valores obtidos através dos ensaios
espectrofotométricos, sendo este 0 método escolhido para o estudo.

A partir das imagens digitais obtidas foram realizados dois métodos de
modelagem: o primeiro método foi obtido utilizando as imagens dos extratos de cada
experimento do delineamento e denominado de imagens dos extratos (IE). Neste
caso, na matriz X as imagens foram obtidas do extrato puro e na matriz Y os seus
valores de referéncia foram obtidos por espectroscopia de UV/VIS no comprimento de
onda especifico para cada variavel dependente. No segundo método, foram utilizadas
como matriz X as imagens correspondentes das variaveis de resposta (compostos
fendlicos totais, atividade antioxidantes pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP) e
correlacionado com os valores obtidos com as analises espectrofotométricas de
UV/VIS, denominadas imagens dos ensaios (IE).

Para a realizag&o do registro da extragdo dos tons de cinzas dos canais RGB
e a modelagem PLSR foi utilizado o programa Chemostat® V. Os graficos preditos x
observados foram desenvolvidos utilizando o programa OriginPro 8.5.

A avaliagdo da precisao e desempenho dos modelos gerados foram obtidos
pelo numero de variaveis latentes (NLV), propor¢ao dependente (DP), erro quadratico
médio de calibragdo (RMSEC), coeficiente de determinagdo (R?) e valor preditivo
residual (RPD).
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4.5 ANALISE ESTATICA

O programa STATISTICA 8.0 foi utilizado para analisar os resultados obtidos
na execucao do planejamento experimental. Os dados foram analisados por analise
variancia (ANOVA) (p<0,05), estimativa dos efeitos, teste de Tukey (p<0,05),
coeficiente de determinacéo, qui-quadrado e falta de ajuste. Os graficos de superficie
de resposta e de contorno também foram gerados. Os valores obtidos nas execugoes
de planejamento foram apresentados como valor médio com seu respectivo desvio
padrao. Foi utilizado também o calculo da resposta global (RG) conforme descrito na
equacdo 1 visando a otimizagdo geral das variaveis de resposta em uma unica

condicéo.

Equacgéo 1 - Equagéao da resposta global (RG)
RG = [R(x1)/MR(x1) + R(x2)/MR(x2) + ... + R(Xn)/MR(xn)]

Onde R(xn) € a resposta para um elemento em um experimento particular e

MR(xn) € a maior resposta no conjunto para aquele elemento n .

As estruturas quimicas apresentadas neste trabalho foram desenhadas através
do software livre ACD/ChemSketch.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1EFEITO DOS FATORES: CONCEN'I:RAQAO DE ETANOL, TEMPERATURA
E TEMPO DE EXTRACAO NAS ANALISES DE COMPOSTOS FENOLICOS
TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (ABTS, DPPH E FRAP).

De acordo com estudos conduzidos por Chew et al. (2011) os principais fatores
que podem influenciar na extragdo de compostos com potencial antioxidante sao:
concentracio de solvente, tempo de extracédo e temperatura de extragao.

Cada um dos fatores citados acima foi avaliado em 5 niveis, 0s niveis maximos
e minimos foram determinados a partir do estudo citado acima enquanto a proporgao
amostra solvente foi determinado por estudos dirigidos por (Casagrande et al., 2019;
Da Silva et al., 2018) e também por estudos prévios realizados pelo préprio grupo de
pesquisa (Perin et al., 2020).

A proporgao solvente-amostra selecionada para o presente experimento foi 0,5
g de Betholletia excelsa e 30 mL-" de etanol. A escolha do solvente se deu em fungéo
do custo, polaridade e pela baixa toxicidade comparada a outros solventes como
metanol, acetona, hexano, dentre outros, visando possiveis aplicagdes futuras. As
variaveis dependentes analisadas foram compostos fendlicos totais (TPC), atividade
antioxidante (AA) pelo método do sequestro do radical ABTS e DPPH e poder de
oxidagao do ferro (FRAP).

Trés distintos métodos de atividade antioxidante foram utilizandos visando
ampliar as respostas obtidas através de diferentes mecanismos de acao, havendo
uma complementagao nas respostas obtidas.

os resultados para a analise de CFT variaram de 10,860,007 a 20,4410,121 g
100 g'. Para as analises de AA, ABTS e DPPH os resultados variaram entre
57,40+2,48 a 423,14+1,72 e 327,22+0,48 mM TE g'a 2010,83+7,94 respectivamente,
e por fim para FRAP houve variagdo de 1623,61+15,92 a 2783,03+4,12 mM Fe?* g’

de casca de castanheira, conforme apresentado na tabela 2.



Tabela 1 - Planejamento experimental e resultados.
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Ensaio Solvente Temperatura Tempo CFT ABTS DPPH FRAP
(%) (°C) (min) (g 100g?) (MM TEACg?Y) (MM TEACg?) (mM Fe?*g?)

1 -1 (20) -1 (50) -1 (50) 14,83+0,18* h 57,50+2,48 k 665,1413,28 h 1623,61+15,92 k
2 -1 (20) -1 (50) 1 (100) 15,87+0,03 g** 146,53+2,23 i 622,00£15,89 hi 2099,05£7,98 h
3 -1 (20) 1(70) -1 (50) 16,41+0,13 f 146,4345,32 h 569,45+10,56i 2130,21+16,63 g
4 -1 (20) 1(70) 1 (100) 14,54+0,14 h 234,00+7,33 e 957,66+2,40 g 1996,99+13,95 i
5 1 (80) -1 (50) -1 (50) 17,38+0,21 e 227,09+0,36 e 1477,41+10,61d  2481,18+13,14f
6 1(80) -1 (50) 1 (100) 19,27+0,14 b 193,84+4,26 g 1456,96+39,44 d 2647,28+6,79 ¢
7 1(80) 1(70) -1 (50) 18,00+0,08 cd 211,51+5,07 f 1459,01+13,88d  2583,14+2,46 d
8 1(80) 1(70) 1 (100) 15,81+0,04 g 194,1615,74 g 1173,42+15,80 f 2501,28+1,98 f
9 -1,68 (0) 0 (60) 0(75) 10,86+0,07 i 149,62+5,40 hi 327,22+0,48 1635,70+2,44 k
10 1,68 (100) 0 (60) 0(75) 16,07+0,22 fg 121,33+4,52 1200,98+10,10 f 1819,50+7,48
11 0 (50) -1,68 (40) 0(75) 17,830,022 d 312,12+6,62 ¢ 1370,70+30,51e  2546,73+12,03 e
12 0 (50) 1,68 (80) 0(75) 20,38+0,08 a 325,80+2,33 ¢ 1661,67+51,54 c 2783,03+4,12 a
13 0 (50) 0 (60) -1,68 (30) 20,44+0,12 a 423,14+1,72 a 1317,30+34,57e  2727,94+13,41b
14 0 (50) 0 (60) 1,68 (120) 19,27+0,15b 353,31+9,48 b 2010,83+7,94 a 2765,78+4,29 a

15 (C) 0 (50) 0 (60) 0(75) 18,34+0,07 ¢ 283,35+1,23 d 1843,25+2,69 b 2624,23+12,71 ¢

*Média das triplicatas com seus respectivos desvios padrao;

** Teste de Tukey, valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna representam diferenca significativa entra as corridas (<P<0,05) e letras iguais representam que ndo

houve diferenca significativa entre os ensaios (p<0,05).
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Os resultados obtidos para CFT tiveram uma maior extracdo no ensaio 13,
condi¢oes de 50% de etanol, 60 °C e 30 min. A partir do teste de médias, podemos
observar que nao houve diferenga entre as corridas 12 e 13 (p<0,05) representando
que possivelmente a concentracdo de 50% de etanol obteve uma extracdo mais
eficiente desses compostos. A corrida 9 obteve o menor valor para CFT, sendo as
condi¢cdes da mesma de 0% de etanol (dgua destilada), temperatura de 60°C e tempo
de extracdo de 75 min, evidenciando que em concentragdes menores de solvente
ocorre uma extragdo menos eficiente dos compostos fendlicos.

Os resultados para AA mostram que para o método ABTS a melhor condigao
se deu na corrida 13 nas condi¢des 50% de etanol, 60 °C e 30 min, a corrida 1 teve a
menor extragdo dos compostos com as condi¢des de 20% de etanol, 50 °C e 50 min,
com diferenca significativa entre as demais corridas (P<0,05).

Para o método DPPH o melhor resultado se deu na corrida 14 com as
condi¢coes de 50% de etanol, 60 °C e 120 min com diferenga significativa entre as
demais corridas (P<0,05).

A corrida 9 foi onde ocorreu a menor extragao dos compostos nas condi¢oes
de 0% de etanol, 60 °C e 75 min, com diferenga significativa (sP<0,05).

Entre os demais valores da coluna, porem pode-se observar que as corridas 1,
2 e 3 apresentaram menor extragdo dos compostos, ambas com concentracdo de
etanol de 20% o que pode evidenciar também que uma concentragdo menor de
solvente € uma condicdo em que nao ocorre uma maximizacdo na extragdo dos
compostos com atividade antioxidante,

O método FRAP assim como o DPPH apresentou melhor resultado na corrida
14, nas condigcdes 50% de etanol, 60 °C e 120 min, com diferencga significativa entre
as demais corridas (<P<0,05).

Ja as corridas 1 e 9 tiveram o pior resultado, ambas n&o apresentaram
diferenca significativa entre si P<0,05 nas condi¢des de 20% etanol, 50 °C, 50 min e
0% de etanol, 60 °C e 75 min respectivamente.

Até o momento de analise dos dados de CFT é possivel verificar, contudo, que
concentracdes de etanol de 0% e 20% obtiveram resultados menos eficientes, em
contrapartida melhor concentragdo parece estar mais proxima do ponto central, na
concentracao de 50% de etanol.

Em trabalho realizado por John e Shahidi (2010), foram extraidos compostos

fendlicos com os solventes: 70% de acetona, 80% de etanol e 70% de metanol, onde
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a extracdo em etanol apresentou valores semelhantes ao presente trabalho, sendo
que a extragao com acetona foi a mais efetiva. Também foram detectados através de
HPLC a presenca de compostos fendlicos livres como: acido protocatecuico, acido
galico, acido vanilico e acido elagico, além de compostos mais complexos como
catequinas, quercetina, galocatequina.

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, foi possivel avaliar a estimativa

dos efeitos e demais informagdes conforme apresentados na tabela 3 e figura 12-A.

Tabela 2 - Efeitos lineares, quadraticos e efeitos de interagao das variaveis tempo de extragédo, temperatura
de extracdo e concentracdo de etanol (%) utilizando delineamento composto central rotacional (DCCR)
sobre as variaveis resposta teor de compostos fendlicos totais (CFT) em cascas de Bertholletia excelsa
(castanheira).

CFT sS  GL QM F p EE E
XiL 67891 2 67.8906 111.786 00000 2.574 O
X1Q 104733 2 1047329 172.442 00000 -3.882 O
XaL 06404 2 06404 1054 03110 0250 O
X2Q 00778 2 00778 0128 07223 0106 O
Xol 19858 2 19858 3270 00785 -0440 O
X5Q 29901 2 29901 4923 00325 0656 O
XiLporXeL ~ 35909 2 35909 5913 00199 -0.774 O
XiLporXsL 01062 2 01062 0175 06782 0133 0
XoLporXsL 183337 2 183337 30.188 00003 - O
Erro 229835 38 06073 - : .-
SStotal 275099 47 - : . .-
F;'Sas Jde 228652 5 45130 20019 00000 - -

Soma dos quadrados (SS), grau de liberdade (G.L), quadrado médio (QM), erro padréo (EP), linear e
quadratico (L e Q). Etanol (X1L e X1Q), Temperatura (XzL e X2Q) e Tempo (XsL e X3Q)

Para os CFT (figuro 12 e tabela 3) o fator concentracédo de etanol (termos
quadraticos) teve a maior influencia entre os fatores (<p<0,05

O fator tempo (termos quadraticos) também apresentou influencia significativa.
As interagdes solvente x temperatura e a interagado temperatura x tempo também
apresentaram influencia significativa.

O fator temperatura ndo apresentou influéncia significativa (p<0,05), assim

como o fator solvente-tempo.
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A avaliagao dos fatores para AA pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP seguem
apresentados na tabela 4 e figura 12B (ABTS), 12C (DPPH) e 12D (FRAP).

Tabela 3 -Efeitos lineares, quadraticos e efeitos de interagdo das variaveis tempo de extragdo, temperatura
de extracdo e concentracdo de etanol (%) utilizando delineamento composto central rotacional (DCCR)
sobre as variaveis resposta atividade antioxidante pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP em cascas de
Bertholletia excelsa (castanheira).

ABTS SS G.L QM F p-valor EE E

XiL 6847.7 6847.7 2.0318 0.16219 25.856 18
X1Q 160570.6 160570.6 47.644 0.00000 -152.02 22
Xal 8976.2 8976.2 2.6634 0.11094 29.603 18
X2Q 3448.0 3448.0 1.0231 0.31818 -22.277 22

X3Q 4351.6 4351.6 1.2912 0.26294 25.026 22
X1k por XaL 16482.3 16482.3 4.8906 0.03309 -52.412 23
X1L por XsL 16411.2 16411.2 4.8695 0.03345 -52.299 23
XaL por XsL 4.7 4.7 0.0014 0.97031 -0.888 23

Erro 128067.3 38 3370.2 - - - -

SS total 406536.0 47 - - - - -

Falta de 1274706 5 254941 1410.04 0.00000 ; ]
ajuste

2
2
2
2
XaL 66.6 2 66.6 0.0198 0.88895 -2.550 18
2
2
2
2

DPPH SS G.L QM F p-valor EE E

XiL 3915734 2 3915734 116.412 0.00000 618.302 357
X1Q 5286580 2 5286580 157.166 0.00000 -872.28 69
XoL 40124 2 40124 1.193 0.28163 62.589 57
X2Q 805424 2 805424 23.945 0.00002 -340.47 69
XaL 315659 2 315659 9.384 0.00401 175.551 o7
X3Q 391286 2 391286 11.633 0.00155 -237.31 69
X1k por XaoL 110131 2 110131 3.274 0.07829 135481 74
X1l por XsL 158973 2 158973 4726 0.03600 -162.77 74
XL por XsL 10359 2 10359 0.308 0.58218 41.551 74
Erro 1278200 38 33637 - - - -
SS total 11259559 47 - - - - -

Falta de
ajuste 1263382 5 252676 562.71 0.00000 - -

FRAP SS G.L QM F p-valor EE E

XiL 1568510 2 1568510 78.240 0.00000 391.325 44
Xi1Q 3249884 2 3249884 162.110 0.00000 683.913 33
XaL 126184 2 126184 6.294 0.01659 110.993 44
X2Q 3109 2 3109 0.155 0.69594 -21.155 33
XaL 52764 2 52764 2.632 0.11302 71.773 44
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X3Q 9415 2 9415 0.469 0.49731 36.811 33
X1l por XaL 75461 2 75461 3.764 0.05981 -112.15 57
X1l por XaL 24958 2 24958 1.245 0.27152 -64.50 o7
XaL por XsL 275176 2 275176  13.726 0.00067 -214.16 57

Erro 761799 38 20047 - - - -
SS total 7294552 47 - - - - -
Falta de

. 758271 5 151654 1418.56 0.00000 - -
ajuste

Soma dos quadrados (SS), grau de liberdade (G.L), quadrado médio (QM), erro padrdo (EP), linear e quadratico
(L e Q). Etanol (XiL e X1Q), Temperatura (XzL e X2Q) e Tempo (XsL e X3Q).

A ANOVA e estimativa dos efeitos demonstram que para os ensaios de AA o
fator solvente apresenta efeito significativo (p<0,05) para todos. Para o ensaio ABTS as
interacdes solvente e tempo e solvente temperatura também apresentaram interagao
significativa, enquanto os efeitos tempo, temperatura e as interagdes temperatura x
tempo nao apresentam interagao.

Para o ensaio DPPH além do fator solvente conforme ja citado, os fatores
tempo e temperatura (termos quadraticos) também apresentaram efeito significativo,
assim como a interagao solvente-tempo. Ja o fator temperatura (funcao linear) e as
interacbes solvente x temperatura e tempo x temperatura nao influenciaram
significativamente.

No ensaio FRAP além do fator solvente, a temperatura (em termos lineares)
também apresentou efeito significativo, bem como a interagdo tempo x temperatura
(p<0,05), as demais condicdes e intera¢des foram nao significativas.

De modo geral, é importante ressaltar que o fator solvente foi o que mais
mostrou efeito significativo através das andlises de cada variavel independente e suas
interacdes dos efeitos, evidenciando que concentragdes menores de solvente (etanol)
sdo mais eficazes para extragdo de compostos fendlicos e compostos com potencial
antioxidante. E que concentragbes baixas de etanol (0% e 20%) a extragdo dos
compostos nao foi tdo efetiva, assim como temperaturas mais elevadas, evidenciando
que concentracéo intermediaria de solvente e temperaturas mais brandas levam a uma

melhor otimizagao da extragao.
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5.2 SUPERFICIES DE RESPOSTA

As figuras de superficies de resposta e contorno das variaveis dependentes
(CFT, ABTS, DPPH e FRAP) em fungao dos 3 fatores de otimizagdo (concentragao
de etanol, temperatura e tempo) também foram gerados para melhor entendimento
dos dados. O grafico de superficie de resposta € considerado uma boa ferramenta
para estimar a interagcéo entre os efeitos, auxiliando na otimizagao dos planejamentos
e predigdo ou ainda “tendéncia” de qual a melhor interagdo pode vir a maximizar a
extracdo(Sun et al., 2010).

Para CFT, o fator concentragao de solvente (% etanol) e temperatura (figuras
8A, D, B e E respectivamente de superficie e contorno para solvente e tempo)
apresentam uma resposta mais otimizada em concentragdes e temperaturas mais
proximas do ponto central, enquanto o tempo parece ser melhor otimizado em uma
condigdao de maior tempo de extracao e temperatura acima do ponto central (figura
8CeF).

Ao relacionar essas informagdes com os dados do planejamento
experimental e ensaios expressos na tabela 2 observamos que a melhor condigao de
extracdo para CFT foi de 50% de etanol, 60 °C e 30 min (20,44 g GAE 100 g*'). Ja a
melhor condicdo encontrada nos dados obtidos através da equagao da tabela 5 é
possivel observar que os dados sdo bem similares corroborando com os graficos da
figura 9.

No ensaio ABTS, a concentracdo do solvente se mostrou sendo o fator de
maior importancia na otimizacédo, com tendéncia de que concentragdes intermediarias
de solvente sdo mais eficientes na extracdo dos compostos fendlicos, assim como
também é observado o mesmo comportamento ao fator temperatura (fig. 9A,9D).

O fator tempo representado nas figuras 9B, 19E, mostra a tendéncia de que
em tempos maiores de extragao leva a uma melhora na otimizagdo da extragao. A
interacado tempo x temperatura (fig. 9C,9F) ndo se mostrou significativa (tabela 4),
apesar disso apresentando tendéncia de que a melhor extracdo pode ocorrer em
maior tempo de extracao e temperaturas mais elevadas.

A figura 11 representa a superficie de contorno para o ensaio DPPH, ao
analisar as figuras 10A, 10C, 10D e 10F, pode-se observar a tendéncia que a

concentragdo de solvente e temperatura em niveis mais proximos do ponto central
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resultam na melhor extracdo de compostos com potencia antioxidante, indo de
encontro aos dados apresentados anteriormente e para os demais ensaios.

Podemos observar ao analisar as figuras 10B e 10E que houve interacéo
entre os fatores tempo x temperatura, indicando que em tempos maiores de extracao
€ obtido melhor otimizagao.

No ensaio FRAP, os indices foram similares as demais variaveis, com
melhor otimizagdo em concentracao de etanol e temperatura intermediarias e maior
tempo associado a maior temperatura (Figura 11).

De fato, o fator concentracdo de etanol foi o fator com maior influencia na
extracido dos CFT e atividade antioxidante, indicando que a concentragao préoxima ao
valor intermediario (ponto central) (entre 50 e 60%) é onde a extracao é eficientemente
otimizada.

Também é possivel observar uma tendéncia de que em temperaturas mais
elevadas a extragdo pode ser mais eficiente, mas temos que levar em conta a
temperatura de ebuli¢do do etanol que é em torno de 78 °C Souza et al. (2021).

E importante observar a possivel degradacdo dos compostos fendlicos e
compostos com potencial antioxidante em temperaturas elevadas, uma vez que a

temperatura ideal de CFT foi proxima a 60°C (Sari et al., 2020).
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Figura 8 - Graficos de superficie de resposta e contorno (A-C e D-F) respectivamente para os efeitos de solvente (concentracéo de etanol (%), da temperatura de extragao

(°C) e tempo (min) por planejamento fatorial fracionario (PFF) no teor de compostos fendlicos totais (CFT) em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Figura 9 - Graficos de superficie de resposta e contorno (A-C e D-F) respectivamente para os efeitos de solvente (concentragéo de etanol (%), da temperatura de extragéo
(°C) e tempo (min) por planejamento fatorial fracionario (PFF) em atividade antioxidante pelo método ABTS em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Figura 10 - Graficos de superficie de resposta e contorno (A-C e D-F) respectivamente para os efeitos de solvente (concentragdo de etanol (%)), da temperatura de extragao
(°C) e tempo (min) por planejamento fatorial fracionario (PFF) em atividade antioxidante pelo método DPPH em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Figura 11 - Graficos de superficie de resposta e contorno (A-C e D-F) respectivamente para os efeitos de solvente (concentragéo de etanol (%)), da temperatura de extragao
(°C) e tempo (min) por planejamento fatorial fracionario (PFF) em atividade antioxidante pelo método FRAP em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Figura 12 - Graficos de Pareto para os efeitos de solvente (concentragao de etanol (%)), da temperatura de extragcao (°C) e tempo (min) por planejamento fatorial fracionario
(PFF) no teor de compostos fendlicos totais (CFT) (A) e atividade antioxidante pelos métodos ABTS (B), DPPH (C) e FRAP (D) em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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A figura 12 representa os graficos de paretos para os ensaios de CFT e AA
(ABTS, DPPH e FRAP). Os indices de CFT e AA (ABTS, DPPH e FRAP) (Figura 12A)
demonstra que a concentragao de solvente foi o fator que apresentou mais influencia
significativa, indicando maior eficiente em niveis mais baixos.

Ja o fator tempo a tendéncia apresentada € para que em niveis menores o fator
tempo é mais eficiente na extragao dos CFT.

A figura 12B representa os graficos de paretos para o ensaio ABTS representa
que o unico fator com influencia significativa foi a concentragdo de solvente, e
representa a tendéncia de uma melhor eficiéncia na extragdo em niveis menores de
concentracao de solvente.

Para o ensaio DPPH (figura 12C) os fatores concentracdo de solvente e
temperatura apresentaram influencia significativa com tendéncia de em
concentragdes de solvente em niveis mais baixos e tempos mais préximos ao ponto
central a uma melhor otimizagéo da extragéo.

A analise dos graficos de paretos do ensaio FRAP (figura 8D) representa que
em niveis menores de concentragdo de solvente e temperaturas mais préximas do

ponto central a extragdo pode ser mais eficiente.

5.3 RESPOSTA GLOBAL (RG)

Ao calcular a reposta global (RG) (equacédo 1), visando determinar uma
condicao “geral” para as quatro variaveis dependentes desse estudo, no delineamento
experimental aqui empregado, foi obtido o valor de 6,10, correspondente a corrida 13
(50% de etanol, a 60 °C e 30 min de extracdo), sendo esta considerada a melhor
condigao global de extragao.

O modelo de regressao foi obtido através dos coeficientes de regressao
significativos pela analise estatistica, gerando também o coeficiente determinagao
(R?) que representa o proximos o modelo predito com o modelo experimental estéo,
mostrando também se o modelo necessita de ajustes (qui-quadrado — X?) (Xiong et

al., 2014), os resultados estdo expressos na tabela 5.



Tabela 4 - Equagbes do modelo de regressdao empregadas para determinar a melhor condicdo de extracgéo,
coeficientes de correlagdo (R?), qui-quadrado (X?), graus de liberdade (G.L) para cada variavel (compostos fendlicos
totais (TPC), métodos antioxidantes ABTS, DPPH e FRAP) em delineamento composto central rotacional (DCCR) em

cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).

Variaveis Equacodes R?2 X2 G.L p

y=18,44+1,29X1-1,94X17+0,33X3*-

CFT 0.92 1,31 47 1.0000

0,39X1X2-0,87X2X3
y=293,53-76,01X12-26,21X1X2-

ABTS 0,68 922.08 47  0.0000
26,15X1X3
y=1865,87+309,15X1-436,14X12-
DPPH 170,24 X22+87,78X3-118,65X32- 0,89 2176.86 47  0.0000
81,39X1X3

y=2634,56+195,66X1-

FRAP 0,90 431,95 47  0.0000

341,96X12+55,50X2-107,08X2X3

Etanol (linear X1 e quadratico X12), Temperatura (linear X2 e quadratico X2?) e Tempo (linear X3 e quadratico X3?).

O coeficiente de determinagéo para CFT foi de 0,92, indicando que 92% da
variacao foi explicada pelo modelo, com p>0,05, mostrando que os resultados n&o
apresentaram diferenga significativa entre os dados preditos e os observados.
Portanto tal resultado apresentou elevada eficiéncia e confiabilidade para tal variavel.
Para os ensaios de AA (ABTS, DPPH e FRAP) o coeficiente de
determinacao foi de 0,68, 0,89 e 0,90, respectivamente mostrando que 68%, 89% e
90% da variacéao foi explicada pelo modelo.
Os valores de p para os ensaios ABTS, DPPH e FRAP foram menores
que 0,05 indicando que foi significativa a diferengca entre os dados preditos e
observados, necessitando ainda de alguns ajustes no planejamento experimental,
principalmente para ABTS
Estudos conduzidos por Hosu et al. (2014) avaliando AA de vinhos
obteve um valor de coeficiente de determinagéo (R?) de 0,96 pelos métodos ABTS e
DPPH, valores de R? superiores aos encontrados no presente estudo. Por outro lado,
estudo realizado por Pace et al. (2013) com cenouras obtiveramvalor de R?em torno
de 0,50 para o ensaio de compostos fendlicos totais, indicando que variacdo pode ser
explica 50% pelo modelo, resultados menores e menos eficientes dos encontrados no
presente estudo.
A partir das equagdes geradas no modelo de regressao, utilizando

derivada parcial foi possivel calcular a melhor condigao para os fatores concentracao



de etanol (%), temperatura (°C) e tempo (min) para cada ensaio realizado nesse
estudo (CFT, ABTS, DPPH e FRAP) e os resultados seguem apresentados na tabela
6.

Tabela 5 - Resultado obtidos através das equagdes com os coeficientes de regresséo significativos por analise
estatistica obtidas pelo modelo.

Solvente Temperatura Tempo
(%) (°C) (min)
CFT 58,86* 63,67 28,31
ABTS 50,00 60,00 75
DPPH 59,91 60,00 81,45
FRAP 58,58 60,00 87,96

*Calculos realizados por meio de derivadas parciais e posterior interpolagédo dos dados para decodificagdo dos niveis.

Através dos dados obtidos na tabela 6 e em comparagao com os dados
apresentados na tabela 2 podemos observar que a melhor concentragado de solvente
foi em 50% de etanol para todos os ensaios. Valores muito préximos aos obtidos na
tabela 6, o que pode explicar a concentragao de solvente como sendo o fator de maior
influéncia em todos os ensaios realizados tal como a concentragao utilizada.

O fator temperatura se mostrou semelhante aos obtidos pela resolugao
da equacdo em comparacao aos dados obtidos nos ensaios com exceg¢ao de uma
pequena variagao para a analise CFT (60 °C tabela 2 e 63,67 °C tabela 6).

O fator tempo dos ensaios foi 0 que apresentou maior variagao entre as
variaveis, demonstrando a necessidade de melhorar a otimizacido, corroborando
portanto com os demais dados apresentados.

Também ¢é importante observar que é possivel que em estudos futuros seja
necessario elaborar otimizagao para CFT e outra para AA, levando em consideragao
as diferencas de niveis principalmente no fator tempo. A atividade antioxidante
quantificada pode ser oriunda de outras classes de metabolitos especializados e nao

apenas ou em maior quantidade de compostos fendlicos.



5.4DESEMPRENHO DA PREVISAO DO MODELO DE REGRESSAO DOS
MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS (PLSR)

Diferentemente do que foi apresentado até o momento, dados utilizando
meétodos convencionais de determinagdo de compostos e atividade antioxidante,
nessa segunda parte do estudo, partimos para uma abordagem menos convencional
e que vem ganhando espago em fung¢do da sua praticidade, rapidez e baixo custo.
Contudo, nesse intuito de encontrar uma forma eficiente e de baixo custo para
predicao dos niveis de CFT e AA das cascas da Bertholletia excelsa, desenvolveu-se
um modelo quimiométrico utilizando o método de extragdo dos canais de cores RGB
dos extratos obtidos através do planejamento experimental e dos ensaios (CFT,
ABTS, DPPH e FRAP).

Recapitulando que nessa etapa do estudo, foram estudadas e seguem
apresentadas duas abordagens de modelagem: a primeira utilizando a relagdo das
imagens dos extratos com os valores de concentragdo de cada variavel dependente
(CFT, ABTS, DPPH e FRAP).

A segunda modelagem foi realizada utilizando as imagens de cada ensaio
propriamente dito das variaveis dependentes com os valores em concentracio obtidos
para 0s mesmos.

Para garantir uma maior robustez do método foi utilizado um menor numero
possivel de variaveis latentes (NVL), levando em consideragdo que quanto maior o
numero de NVL maior pode ser o ruido incorporado aos modelos (Santos et al., 2019).

Dessa forma o NVL para cada variavel de resposta (ensaios CFT, ABTS, DPPH
e FRAP) foi fixado em 5, mantendo o coeficiente de determinagdo R? acima de 0,85
para todos os ensaios.

Seria possivel também utilizar um numero maior de NVL para obtengdo de um
R? maior, no entanto, considerando que o aumento de NVL leva também a um
aumento de ruidos. Neste trabalho foram utilizados 5 NVL para obter um R? superior
no minimo a 0,85.

Segundo Andrés et al. (2007) um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,80 é
considerado o limite de confiabilidade do método.

Estudos realizados por Kawamura et al. (2017) na identificagdo de carbono e
nitrogénio no solo obtiveram valores de R? utilizando de 7 a 14 variaveis latentes entre
0,96 e 0,99.



Ha uma variedade de estudos na literatura utilizando o método PLSR, a
exemplo, como descritas a seguir. De Camargo et al. (2018) visando a determinagao
de massa, volume e densidade de graos de milhos utilizando imagens , para tal,
também por PLSR, obtiveram R? entre 0,90 e 0,94, com 5 NVL, préoximo ao obtido
nesse estudo para CFT.

Também em trabalho conduzido por Bock et al. (2018) para identificar etanol e
aguardente com utilizagdo de imagens, apresentou resultado satisfatério com R? de
0,99. Mostrando que € possivel gerar modelos eficientes e de elevada confiabilidade
para determinacao de diversas variaveis resposta.

As imagens obtidas para os extratos produzidos a partir do planejamento
experimental CCD estéo representadas na figura 14. Para a analise CFT e AA pelos
métodos ABTS, DPPH e FRAP as imagens obtidas dos ensaios seguem

representadas nas figuras 15, 16, 17 e 18 respectivamente.

Figura 13 - Imagens das 15 repeticbes do extrato obtidos a partir do planejament

R1

0 experimental

Fonte: autoria propria, 2021.



Figura 14 - Imagens das 15 repeticbes obtidas na andlise de CFT.
.

Fonte: autoria propria, 2021.

Figura 15 - Imagens obtidas nas 15 repeticoes na analise de AA pelo método ABTS.

Fonte: autoria prépria, 2021.



Figura 16 - Imagens obtidas nas 15 repeticdes na analise de AA pelo método DPPH.

Fonte: autoria propria, 2021.

Figura 17 - Imagens obtidas nas 15 repeticbes na analise de AA pelo método FRAP.

R1

Fonte: autoria propria, 2021.



Inicialmente os resultados quimiométricos para CFT seguem apresentados na
figura 19. A figura 19A representa a capacidade predita do método pelas imagens dos
extratos com os valores de concentragcéo obtidos. Essa abordagem resultou em um
R2DE 0,96, utilizando 5 variaveis latentes. O valor de RMSEC que indica o erro da
modelagem, onde quanto menor o valor, menor o erro de calibragdo do modelo (De
Carvalho et al., 2015), foi também utilizado para avaliar o ajuste e poder preditivo do
modelo, obtendo um valor de 0,50.

O valor de RPD foi de 3,45, o que segundo Santos et al. (2019) valores acima
de 3 sao classificados como bons, como um modelo confiavel. No entanto, valores
abaixo de 3 podem caracterizar o modelo como ndo confiavel. Nesse sentido, a
modelagem de CFT nessa abordagem imagem de extrato x concentragao foi
considerada eficiente.

A figura 19B representa a utilizagdo do método PLSR pela segunda abordagem
utilizada, a que foi empregada as imagens dos ensaios em relagéo a concentragédo do
proprio ensaio. Para tal, foi obtido um R? de 0,88, utilizando 5 variaveis latentes.O
valor RMSEC foi de 0,86 e RPD de 3,45 o que o torna caracterizado como um
modeloconfiavel. O RPD nesse caso, sempre sera 0 mesmo independente da
abordagem, uma vez que para obtencdo de seu valor € levado em consideragao
apenas os valores de concentragdo em si e ndo as imagens.

Com isso, se verificarmos as demais respostas dessa segunda abordagem
(figura 19B) comparada a primeira (figura 19A), € possivel visualizar um melhor
desempenho na primeira, se levarmos em consideragdo o menor RMSEC, maior R?

utilizando o mesmo NVL.

Figura 18 - Graficos da Relagdo dados observados versus preditos para compostos fendlicos obtido pelas
imagens dos extratos (IE) (A) e das imagens dos ensaios (IEN) (B) utilizando regressao de minimos quadrados
parciais (PLSR). VL: Numero o6timo de variaveis latentes, DP: proporcdo dependente, R?: coeficiente de
determinacdo, RMSEC: raiz quadrada média dos erros de calibragdo, RPD: valor predito residual em cascas
de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Fonte: autoria proépria, 2021.



Para AA pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP os resultados seguem
apresentados nas figuras 20, 21 e 22 respectivamente.

Para o ensaio ABTS a figura 20A avaliando a capacidade preditiva pela primeira
abordagem (IE), apresentou um R?de 0,85 valor esse que esta acima do limite de
confiabilidade e minimo estipulado nesse estudo, enquanto o valor para o valor pelo
método PLSR (figura 20B), apresentou R? 0,94.

O valor do RMSEC foi respectivamente de 36,83 e 22,50 para IE e IEN
respectivamente. E o valor de RPD foi de 1,78 indicando que possivelmente o modelo
nao seja confiavel, necessitando assim de otimizagao para uma melhor confiabilidade.
Corroborando também com os dados apresentados desde a etapa de otimizacao, na

etapa 1 desse estudo.

Figura 19 - Graficos da Relagdo dados observados versus preditos para atividade antioxidante pelo método
ABTS obtido pelas imagens dos extratos (IE) (A) e das imagens dos ensaios (IEN) utilizando regresséo de
minimos quadrados parciais (PLSR). NVL: Numero 6timo de variaveis latentes, PD: proporgao dependente, R2:
coeficiente de determinagéo, RMSEC: raiz quadrada média dos erros de calibragao, RPD: valor predito residual
em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Fonte: autoria propria, 2021.
Em relagdo ao ensaio DPPH (Figura 21A e 21B) os valores de R? foram de 0,87

e 0,94 IE e IEN respectivamente, ambos apresentando valores acima de 0,80
utilizando 5 NVL.

Quanto aos valores de RMSEC foram de 36,83 (El) e 22,50 (IEN) e o valor de
RPD de 2,97. O valor de RPD foi abaixo de 3 caracterizando o modelo como nao
confiavel, no entanto por se tratar de um valor muito préoximo a 3 consideramos como

confiavel, considerando os demais dados desse estudo, inclusive de otimizagao.



Figura 20 - Graficos da relagdo dados observados versus preditos para atividade antioxidante pelo método
DPPH obtido pelas imagens dos extratos (IE) (A) e das imagens dos ensaios (IEN) (B) utilizando regresséo de
minimos quadrados parciais (PLSR). NVL: Numero 6timo de variaveis latentes, PD: proporgdo dependente, R%:
coeficiente de determinagdo, RMSEC: raiz quadrada média dos erros de calibragdo, RPD: valor predito residual
em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Fonte: autoria prépria, 2021.

Os resultados da ultima variavel dependente analisada, o ensaio FRAP (figura
22A e 22B) apresentou valor de R?de 0,86 (El) e 0,92 (IEN) utilizando também 5
variaveis latentes, valores tais que indicam confiabilidade no modelo.

Em relacdo aos valores de erro indicados pelo RMSEC foram de 147,82 e
109,12 para as respectivas abordagens IE e IEN. Por fim, o valor de RPD foi de 3,09,

indicando que o modelo desenvolvido é confiavel e atende ao proposto neste estudo.

Figura 21 - Graficos da relagdo dados observados versus preditos para atividade antioxidante pelo método
FRAP obtido pelas imagens dos extratos (IE) (A) e das imagens dos ensaios (IEN) (B) utilizando regressao
de minimos quadrados parciais (PLSR). NVL: Numero étimo de variaveis latentes, PD: propor¢do dependente,
R2: coeficiente de determinagdo, RMSEC: raiz quadrada média dos erros de calibragdo, RPD: valor predito
residual em cascas de Bertholletia excelsa (castanheira).
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Fonte: autoria proépria, 2021.

Os resultados obtidos para os modelos se mostraram satisfatérios, com
excecao do ensaio ABTS que obteve valor de RPD muito abaixo de 3,0 caracterizando

que o modelo necessita de ajuste. De modo geral os dois modelos apresentaram



eficiéncia parecida, porem o modelo das imagens dos ensaios (IEN) se mostrou

discretamente mais eficiente que o método com imagens dos extratos (IEN).



6 CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizagdo de um planejamento experimental € peca fundamental para a
otimizacdo da extragdo de compostos fendlicos e determinacdo da atividade
antioxidante, uma vez que torna a extracdo mais eficiente, reprodutivel e de maior
confiabilidade. Nesse sentido, ao utilizarmos o planejamento de composto central
rotacional, podemos considerar que os resultados apresentaram uma extragao
eficiente sugerida aqui, sendo ela proxima ao ponto central de concentracéo de etanol
(50%), temperatura de 60 °C e tempo de extracao de 30 min.

E importante ressaltar também que o planejamento utilizado para tal
abordagem convencional de quantificagdo das variaveis dependentes, pode ser
considerado rapido, de menor custo e mesmo assim eficaz, mesmo nao se tratando
de um planejamento completo. No entanto, de fato, o ensaio de ABTS se mostrou
ainda n&o otimizado, necessitando ajustes no planejamento.

De outro ponto de vista, € possivel considerar também a utilizagdo e emprego
de dois extratos. Um para CFT e um para a determinagao da AA, ja que os resultados
obtidos nas equagdes com os coeficientes de regressdo, mostraram para essa
variavel uma condicdo um pouco mais variada do que para as demais estudadas.

Os modelos quimiométricos sao ferramentas que, otimizadas de forma
adequada, podem trazer facilidade e economia em analises de rotina.

Em suma, quanto ao estudo quimiométrico, os resultados indicaram uma
modelagem eficiente para CFT, FRAP e DPPH, ja4 o modelo para o ensaio ABTS
mostrou necessitar de outros testes para melhor ajuste e busca de um modelo mais
eficiente. Um fato importante a ser considerado no caso do ABTS, é a rapidez em que
ocorre a reagao, em que a leitura ocorre em apenas 6 min. Logo, o tempo entre a
realizagao das leituras e registro das imagens pode ter ocorrido alguma interferéncia
na geragao das imagens.

De maneira geral, esse estudo atendeu aos objetivos propostos, considerando
de maneira geral os resultados satisfatorios. No entanto, é sugerido a continuacao dos
estudos com a castanheira, utilizando técnicas cromatograficas que poderao contribuir
para o aumento do numero de informacgdes sobre esta espécie encontrada no Bioma
Brasileiro, na Floresta Amazdnica, possibilitando também novas aplicagdes em

diversas areas, como medicinais, cosmético e até mesmo em alimentos.
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