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RESUMO

“EXPLORACAO DE DADOS MULTIVARIADOS DE FONTES E EXTRATOS DE
ANTOCIANINAS UTILIZANDO ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS E METODO
DO VIZINHO MAIS PROXIMO”

Antocianinas (ACYS) sdo corantes naturais responsaveis pela coloracdo de frutas,
hortalicas, flores e graos. Novas perspectivas de usos de antocianinas em diversos
segmentos industriais estimulam estudos analiticos para sistematizar a identificacdo e a
classificacdo de fontes e extratos desses corantes. Neste trabalho foram utilizadas fontes de
ACYS como frutas tipicas brasileiras: amora (Morus nigra), amora preta (Rubus sp),
jabuticaba (Myrciaria cauliflora), jambolao (Syzygium cumini), jussara (Euterpe edulis Mart.),
morango (Fragaria x ananassa Duch) e uva (Vitis vinifera e Vitis vinifera L. ‘Brasil’);
hortalicas: alface roxa (Lactuca sativa), berinjela (Solanum melongena), cebola roxa (Allium
cepa), rabanete (Raphanus sativus), repolho roxo (Brassica oleraceae) e flores: beijo-turco
(Impatiens walleriana), geranio (Pelargonium hortorum e Pelargonium peltatum L.), hibisco
(Hibiscus sinensis e Hibiscus syriacus) e horténsia (Hydrangea macrophylla). A literatura
descreve diversas técnicas para andlise de ACYS em vegetais e seus extratos, com
destaque para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectrometria de massas
(MS) e espectrofotometria (UV-VIS), sendo que todas elas foram aplicadas neste trabalho,
incluindo-se espectrofotometria de reflectancia e a técnica de eletromigracdo em capilares
cromatografia eletrocinética micelar (MEKC). As ferramentas quimiométricas utilizadas no
tratamento dos dados foram andlise de componentes principais (PCA) e método do vizinho
mais proximo (KNN). Os modelos quimiométricos de classificacdo obtidos apresentaram-se
robustos com erros de previsdo de menos de 30 % sendo possivel identificar as fontes de
ACYS, o solvente extrator, a idade dos extratos e dados sobre sua estabilidade e condicbes
de armazenamento. Os resultados apontaram que dados obtidos de técnicas analiticas
simples como espectrofotometria de absorcdo e sem necessidade de preparo de amostra
como reflectancia difusa na regido do visivel sdo comparaveis a resultados de técnicas mais
sofisticadas e caras como HPLC e MEKC e até superam o potencial de algumas informacdes
obtidas por MS.
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ABSTRACT

“EXPLORING MULTIVARIATE DATA OF SOURCES AND EXTRACTS OF
ANTHOCYANINS USING PRINCIPAL COMPONENTS ANALYSIS AND METHOD OF
NEAREST NEIGHBOR”

Anthocyanins (ACYS) are natural dyes responsible for color in fruits, vegetables,
flowers and grains. New perspectives for use of anthocyanins in various industries stimulate
analytical studies to systematize the identification and classification of sources and extracts of
these dyes. In this work, typical Brazilian fruits: mulberry (Morus nigra), blackberry (Rubus
sp), jaboticaba (Myrciaria cauliflora), jambolan (Syzygium cumini), jussara fruit (Euterpe
edulis Mart.), strawberry (Fragaria x ananassa Duch) and grapes (Vitis vinifera and Vitis
vinifera L. 'Brazil'); vegetables: red lettuce (Lactuca sativa), eggplant (Solanum melongena),
purple onion (Allium cepa), radish (Raphanus sativus), red cabbage (Brassica oleracea) and
flowers, Busy Lizzie (Impatiens walleriana), geranium (Pelargonium hortorum and
Pelargonium peltatum L.), hibiscus (Hibiscus sinensis and Hibiscus syriacus) and hydrangea
(Hydrangea macrophylla) were used as sources of ACYS. The literature describes several
techniques for analyzing ACYS in vegetables and their extracts, with emphasis on high
performance liquid chromatography (HPLC), mass spectrometry (MS) and spectrophotometry
(UV-VIS). All of these techniques were applied in this work, including reflectance
spectrophotometry and micellar electrokinetic chromatography (MEKC) which is one of the
capillary electromigration techniques. The chemometric tools used in data handling were the
principal component analysis (PCA) and the K-nearest neighbor method (KNN). The
chemometric classification models obtained are robust with predict errors of less than 30 %. It
is possible to identify the sources of ACYS, the extractor solvent, the age of the extracts, their
stability and storage conditions. The results show that data obtained from simple analytical
techniques such as absorption spectroscopy and diffuse reflectance in the visible region
(sample preparation is not needed) are comparable to results of those obtained from
sophisticated and expensive techniques such as HPLC and MEKC. These techniques also
surpass the information obtained by MS.
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Um levantamento bibliografico realizado a partir do ano de 2000 em publicagdes na
base de dados Web of Science (IWEB OF KNOWLEDGE, 2012), indicou o aumento no
namero de estudos envolvendo os compostos conhecidos como ANTOCIANINAS (ACYS),
que sao o foco principal desta tese. As palavras-chave utilizadas para esse levantamento

foram anthocyanin e anthocyanins e os niumeros obtidos estédo representados na Figura 1.

01: 2000-2001
02: 2001-2002
03: 2002-2003
04: 2003-2004
05: 2004-2005
06: 2005-2006
07: 2006-2007
08: 2007-2008
09: 2008-2009
10: 2009-2010
11: 2010-2011
12: 2011-marco/2012
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Figura 1. Levantamento bibliografico de publicacdes sobre antocianinas de 2000 a marco de 2012
(WEB OF KNOWLEDGE, 2012).

O levantamento retornou artigos de diversas areas como Quimica, Engenharia de
Alimentos, Biologia e Medicina, tratando de estudos de identificacdo e quantificacdo de
ACYS em diversas fontes de diferentes locais, além de estudos que abordam interacées
metabdlicas e as propriedades terapéuticas desses compostos. O crescente interesse no uso
de ACYS em diversos segmentos industriais motivou o desenvolvimento do trabalho descrito
nesta tese, para obter informacdes sobre a identificacdo e qualidade de fontes e extratos de
ACYS com aplicacédo de métodos quimiométricos a dados experimentais obtidos por diversas

técnicas.
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Para fins de organizacdo do texto, as siglas em inglés serdo mantidas, pois sao

termos muito utilizados e conhecidos da comunidade quimica.

O texto da tese inicia-se com uma breve revisdo que aborda as principais
caracteristicas estruturais e quimicas das ACYS, além de informacdes sobre suas possiveis
propriedades terapéuticas quando inseridas na dieta alimentar de animais e seres humanos,
0 que é extensamente estudado e discutido por diversos autores (Capitulo 1, Item 1.1). Em
seguida apresentam-se as fontes de ACYS (Capitulo 1, Item 1.2) e as técnicas analiticas
utilizadas para obtencdo de dados deste trabalho (Capitulo 1, ltem 1.3). Posteriormente, a
tese traz uma breve revisdo de métodos quimiométricos levando em consideracdo a
organizagao e pré-processamento dos dados analiticos, analise exploratéria dos dados e
obtencdo dos modelos de previsdo (Capitulo 1, ltem 1.4).

O Capitulo 2 traz os objetivos do trabalho. O Capitulo 3 descreve o desenvolvimento
de todo o trabalho e foi subdividido em: 3.1. Descricdo da forma de obtencdo e
armazenamento das fontes de ACYS, além dos numeros das autorizagdes obtidas no
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) para atividades com
finalidade cientifica de coleta e transporte de material botanico; 3.2. Descricdo dos
reagentes, solucdes, materiais e equipamentos utilizados; 3.3. Descricbes dos
procedimentos experimentais.

O Capitulo 4, Resultados e Discusséo, foi subdividido em trés itens principais, sendo
eles, 4.1. Identificacao das espécies estudadas como fonte de ACYS, 4.2. Estudo de perfil de
envelhecimento de extratos de ACYS e 4.3. Estudo de efeito de solventes extratores.

O Capitulo 5 traz as conclusées do trabalho, seguido do Capitulo 6 que descreve os
procedimentos adotados para o tratamento dos residuos gerados durante a execucao do
trabalho e do Capitulo 7 que indica possiveis perspectivas para continuagdo do trabalho. E
por fim o Capitulo 8 traz as referéncias bibliograficas que fundamentaram este trabalho.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO
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1.1. Antocianinas

1.1.1. A Quimica das Antocianinas

Diversas frutas, flores e hortalicas apresentam em sua composi¢do, corantes da
classe dos flavondéides, chamados antocianinas (ACYS) (HARBORNE, 1994). Atualmente,
sabe-se que estes pigmentos sdo responsaveis por cores como rosa, vermelha, violeta e
azul de frutas como jabuticaba e amora; de flores como horténsia e hibisco, de hortalicas
como alface roxa, berinjela e rabanete (CLEVENGER, 1971; FOSSEN e ANDERSEN, 2003;
KAMMERER et al., 2004). ACYS tém papel importante para o desenvolvimento dos vegetais,
pois suas cores fortes sao Uteis para atrair agentes polinizadores e dispersores de sementes,
além disso, protegem os tecidos da planta de processos oxidativos induzidos pela exposicao
a radiacao ultravioleta, principalmente nas fases iniciais de crescimento ((COUTO et al.,
1998; HE e GIUSTI, 2010).

ACYS ocorrem na natureza como glicosideos de antocianidinas e apresentam grupos
hidroxila nas posi¢cdes 3, 5 e 7. Somente nas antocianinas, uma ou mais destas hidroxilas
estdo ligadas a acucares, sendo 0os mais comuns: glicose e raminose, mas galactose,
arabinose, xilose, rutinose, sambubiose ou dissacarideos constituidos por esses acgucares
também podem ser encontrados, sendo que essas moléculas de agucar, por sua vez, podem
estar ligadas a acidos fendlicos como caféico, fenilico e vanilico. Os glicosideos presentes
nas moléculas de ACYS aumentam sua solubilidade, quando comparadas com as
antocianidinas (FRANCIS, 1989; STINTZING et al., 2002; TURKER e ERDOGDU, 2006;
GRIS et al., 2007). HE e GIUSTI (2007) descrevem que ja foram identificadas mais de 635
diferentes ACYS. A estrutura genérica de algumas antocianinas esta apresentada na
Figura 2 (HARBORNE et al., 1975; HARBORNE, 1994).

Antocianina Grupo R Grupo R’ Grupo R”
Cianidina-3-glicosideo OH H glicose
Delfinidina-3-glicosideo OH OH glicose

Pelargonidina-3-glicosideo H H glicose
Malvidina-3-glicosideo OCHs; OCHs; glicose
Peonidina-3-glicosideo OCH; H glicose

Figura 2. Estrutura genérica de algumas antocianinas (HARBORNE et al., 1975; HARBORNE, 1994).
7
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O grupo croméforo com oito ligagdes duplas conjugadas carregadas positivamente é o
responsavel pela coloracdo das ACYS que apresentam coloracdo vermelha intensa em
solucdo acidificada. O comprimento de onda de absorcdo maxima na regido do espectro
visivel de solugdes que contém ACYS encontra-se geralmente entre 465 e 550 nm sendo
que variacoes nesse comprimento de onda podem ser devidas a diferentes substituicoes em
R, R’ e R” (Figura 2) (HE e GIUSTI, 2010).

ACYS juntamente com flavanas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavondis, entre
outros (Figura 3) constituem a classe dos flavondides que € uma das trés importantes
classes de agentes cromoforos, que incluem os carotendides e as porfirinas (HARBORNE,
1994; LOPES et al., 2000; BEHLING et al., 2004).

OAcucar

OH

ISOFLAVONAS FLAVONOIS ANTOCIANINAS

Figura 3. Estruturas dos principais flavonoides (HARBORNE, 1994; LOPES et al., 2000;
BEHLING et al., 2004).

1.1.2. Estabilidade das Antocianinas

ACYS compbe a unica subclasse dos flavondides que sofrem transformacoes
estruturais reversiveis em solu¢cdo com a mudanca de pH do meio (Figura 4). Em solucao
com pH < 2,0, predomina o cation flavilico, que é a estrutura mais estavel de ACYS. A
medida que o valor de pH aumenta ocorrem as transformagdes estruturais apresentadas na

Figura 4 levando a solugcbes com diferentes coloracdes.

8
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R
OH
J o]
OH -
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Figura 4. Transformacgdes estruturais de ACYS com mudancas no pH da solucao
(BROUILLARD, 1982; TERCI e ROSSI, 2002).

A estabilidade de ACYS pode sofrer alteracao com variacdes de temperatura e pH e
sob acao de luz, oxigénio e enzimas especificas, além de outras substancias como acido
ascérbico, acucares, sulfitos, copigmentos e ions metélicos (HARBORNE et al.,, 1975;
JACKMAN et al., 1987a; JACKMAN et al., 1987b; MOURTZINOS et al., 2008; MULINACCI et
al., 2008; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; PETERSSON et al., 2010; XU et al., 2010a;
CAVALCANTI et al., 2011; FRANK et al., 2012).

9



Favaro, Martha Maria Andreotti Tese de Doutorado

Controle rigoroso de temperatura é indispensavel durante todo o processo de extracao
e armazenamento de ACYS, pois pode favorecer condicdes de geragdo de produtos de
degradacao geralmente de coloragdo marrom. A combinagdo de aumento da temperatura e
presenca de oxigénio parece ser o fator mais prejudicial na degradacéao de ACYS (JACKMAN
et al., 1987b; CAVALCANTI et al., 2011).

A incidéncia de luz pode afetar a estabilidade das ACYS, pois acelera sua degradacao
através de processos fotoquimicos. Quando os extratos de ACYS sao protegidos da luz a
coloracdo desses extratos é preservada por um periodo maior. Estudos mostraram que
extratos sofreram alteracdo na cor com 24 horas de armazenamento a temperatura e
expostos a luz (CAVALCANTI et al., 2011).

Normalmente, nas frutas, as enzimas e seus substratos localizam-se em
compartimentos celulares distintos. Processos de extracdo de ACYS, que envolvem, por
exemplo, maceracao das frutas, promovem a destruicao desses compartimentos e colocam
as enzimas em contato com os compostos fendlicos, dando inicio a processos de oxidacao
que degradam as ACYS (KRIFI et al., 2000; CHAOVANALIKIT e WROLSTAD, 2004; NUNES
et al., 2005; FANG et al., 2006; LIU et al., 2007; POZO-INSFRAN et al., 2007).

Um dos mecanismos propostos para a degradacdo de ACYS envolve a oxidacédo de
compostos fendlicos a quinonas, pela acdo da enzima polifenol oxidase (PPO) presente em
frutas. Esta enzima atua nas reacdes de ACYS e/ou na polimerizacdo de quinonas, que
produzem compostos de cor marrom, modificando, portanto, as caracteristicas iniciais dos
extratos (JAIN E SESHADRI, 1975; JACKMAN et al,, 1987b; SILVA e TASSARA, 2005;
BARROS e STRINGHETA, 2006). Quanto mais compostos fendlicos estiverem presentes
nos extratos, maior sera a possibilidade de polimerizagdo de ACYS (BOYLES e WROLSTAD,
1993). Na pratica, a degradagdo de ACYS compromete a qualidade dos extratos e pode ser
inferida a partir da quantificacédo de ACYS totais e visualmente, por sua coloragéo.

Diversas propostas para estabilizacdo de ACYS vém sendo estudadas e descritas na
literatura, com destaque para o processo de encapsulamento e mecanismos de associacao.
O encapsulamento esta relacionado com a imobilizacao e a incorporagdo de um composto
ativo, no caso ACYS, dentro de particulas sélidas, conhecidas como microesferas, o que
possibilita estabilizar e proteger esse composto (OIDTMANN et al., 2012).
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Nos processos de associacdo de ACYS com outros compostos, além da coloracao
das solugdes, sua estabilidade também ¢é afetada. Ha quatro tipos de interacbes de
associacao: (1) auto-associacéao entre duas ou mais moléculas de ACYS, (2) copigmentacao
intermolecular, (3) copigmentagao intramolecular e (4) quelacdo com metais como magnésio

e aluminio. Na Figura 5 estdo representadas as trés primeiras interacdes (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009; CAVALCANTI et al., 2011; VANKAR e SHUKLA, 2011).

3)

Figura 5. Modelos hipotéticos dos processos de (1) auto-associacao e copigmentacéo (2) inter- e

(3) intramolecular de antocianinas adaptado de FALCAO et al., 2003.
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1.1.3. Propriedades das Antocianinas

Atualmente, os consumidores estao cada vez mais preocupados com o efeito adverso
a saude de corantes sintéticos presentes nos alimentos industrializados. Por exemplo,
estudos de MCCANN e colaboradores (2007) indicaram que alguns corantes sintéticos
comumente utilizados na industria de alimentos quando misturados com benzoato de sodio
na dieta alimentar podem causar hiperatividade em criancas de até 9 anos. Em busca de
novas opcodes, vem surgindo propostas como a utilizagdo de ACYS para substituir o corante
vermelho numero 40, que é o corante sintético mais utilizado (HE e GIUSTI, 2010).

ACYS sao sempre lembradas como alternativas para corantes sintéticos,
principalmente devido a sua baixa toxicidade e vém sendo usadas como corantes
especialmente na industria de bebidas. Vale lembrar que a coloracdo de produtos
alimenticios contribui para sua aceitabilidade e a industria utiliza corantes para conferir ou
restaurar a aparéncia de varios produtos. Tem sido notado crescente interesse para usar
ACYS em outros segmentos industriais, como: cosmético, farmacéutico, além do alimenticio.
(WROLSTAD, 2004; HE e GIUSTI, 2010).

O consumo oral de ACYS, por animais e humanos, tem aumentado ao longo dos anos
desde os tempos antigos e ainda ndo se encontrou nenhum relato de impacto negativo a
saude. As organizacgOes internacionais Food and Agriculture Organization (FAO) e World
Health Organization (WHQO) avaliaram os efeitos toxicolégicos de extratos contendo ACYS e
reportaram que os extratos ndo possuem efeitos mutagénicos, teratogénicos e toxicidade
aguda e de curto prazo (HE e GIUSTI, 2010). Ao contrario, ha perspectivas de propriedades
terapéuticas de ACYS, o que aumenta o interesse em sua aplicagdo como corantes
(EIBOND et al., 2004; RAMIREZ et al., 2005; BALIGA et al., 2011).

Espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo os radicais livres, sdo importantes para
o sistema imunoldgico, sinalizagdo celular e muitas outras fungdes do corpo. Entretanto se
ROS sao excessivamente produzidas, podem provocar dano celular, levando a doencas
degenerativas, tais como inflamacgéo, doengas cardiovasculares, cancer e envelhecimento e
doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer (HE e GIUSTI, 2010; PASCUAL-
TERESA, etal, 2010; CARTEA et al.,, 2011).
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As ACYS sao poderosos antioxidantes in vitro e podem eliminar os radicais livres e
interromper a reacdo em cadeia que € responsavel pelo dano oxidativo. Um método de
avaliacdo da capacidade antioxidante muito aceito € o ensaio de capacidade de absorcao do
oxigénio radical (ORAC) e foi aplicado para avaliar a atividade antioxidante de 14 ACYS.
Dentre as ACYS estudadas, a cianidina 3-glicosideo apresentou um valor de capacidade
antioxidante 3,5 vezes maior quando comparado ao reagente Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acido carboxilico), padrao de referéncia que é utilizado neste método
(WANG et al., 1997; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; HASSIMOTTO et al., 2009; HE e
GIUSTI, 2010; LIMA et al., 2011; ROUTRAY e ORSAT, 2011; SIMIRGIOTIS et al., 2012).

A oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) leva ao acumulo de placas de
colesterol na parede das artérias e a liberacdo dessas placas pode provocar doencas
cardiovasculares (AVIRAM 2000, AVIRAM et al., 2005; BASU et al., 2010). Um estudo
envolvendo sete seres humanos que consumiam diariamente 125 mL de suco de uva
concentrado durante sete dias revelou a elevacao da capacidade antioxidante e a diminuicao
da susceptibilidade da LDL a oxidacdo. Esses beneficios podem estar diretamente
relacionados a presenca de ACYS e outros compostos fendlicos dos sucos de uvas e vinhos
(DAY et al., 1997; HE e GIUSTI, 2010).

Ha ensaios clinicos em andamento para confirmar essas observacbes em seres
humanos. PASCUAL-TERESA (2010) e colaboradores descreveram que, em ratos, a
ingestdao de ACYS na dieta diminui a susceptibilidade de isquemia do miocéardio, ndo levando
a lesdo do musculo. Porém, resultados de testes em humanos s&o controversos e nao
demonstram o mesmo efeito.

Outro aspecto de acéo terapéutica de ACYS relaciona-se com processos inflamatorios
que sdo uma resposta biolégica a lesdo de algum tecido. Muitos tipos de cancer podem
ocorrer nos locais de inflamacao, pois as células inflamatérias fornecem um ambiente
favoravel para o desenvolvimento de um tumor. Portanto, terapias utilizando anti-
inflamatoérios tém o potencial de prevenir a transformacdo maligna (COUSSENS e WERB,
2002; HE e GIUSTI, 2010). Ha estudos que indicam a atividade anti-inflamatéria de ACYS e,
em alguns casos consequentemente anticancer, quase todos baseados em evidéncias in
vitro (FARIA et al., 2010).
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Na literatura também se encontram relatos que dietas alimentares podem estar
relacionadas ao risco de diversos tipos de canceres. O consumo de frutas e vegetais tem
sido associado a diminuicdo do risco do desenvolvimento de cancer e as ACYS tém sido
estudadas por seu potencial efeito quimiopreventivo. Os mecanismos de ag¢do das ACYS
envolvidos nesse processo ainda ndo foram completamente elucidados, no entanto, ha
comprovacao da habilidade de suprimir a inducéo e a proliferacédo de tumores cancerigenos
e promover apoptose celular de células tumorais (FARIA et al., 2010).

Outro aspecto de acao bioldgica das ACYS relaciona-se com a obesidade que é
resultado de tecido adiposo acumulado e geralmente estd associada a distarbios
metabdlicos. O consumo de ACYS poderia melhorar a funcdo das células adiposas e,
consequentemente, prevenir a obesidade segundo TSUDA (2008) e HE e GIUSTI (2010).

Um estudo antiobesidade foi realizado com um grupo de ratos submetidos a uma dieta
rica em gorduras. ACYS extraidas de soja preta foram inseridas na dieta de parte deste
grupo enquanto a outra parte foi utilizada como grupo controle. As ACYS se mostraram
efetivas na inibicdo de ganho de peso do grupo que as ingeriu quando comparados ao grupo
controle (KWON et al., 2007; HE e GIUSTI, 2010; UDANI et al., 2011).

Também € possivel pensar na acdao de ACYS sobre diabetes tipo 2, que é uma
doenca metabdlica associada, em parte, com resisténcia a insulina (responsavel pela
estimulacdo do transporte de glicose no sangue), bem como a supressao da producao
hepatica de glicose (GHOSH e KONISHI 2007; TAKIKAWA et al. 2010; ROJO et al. 2012).

A ingestdo excessiva de alto teor de gordura ou alto indice glicémico sao possiveis
razdes para a inadequacdo de insulina em fases da diabetes tipo 2. Considerando o
potencial de ACYS para controle da obesidade pode esperar que contribua para a prevencao
da diabete tipo 2. (AL-AWWADI et al. 2005; GHOSH e KONISHI, 2007; HE e GIUSTI, 2010).
Evidéncias também sugerem que o consumo de ACYS pode melhorar a visdo (KRAMER,
2004; GHOSH e KONISHI 2007; KALT et al. 2010).
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O efeito curativo de qualquer composto fitoquimico é decidido pela sua disponibilidade
quando exposto a um organismo a partir dos alimentos consumidos. A biodisponibilidade de
ACYS tem sido discutida em varias revisoes, juntamente com fatores que a afetam, porém
dados sobre sua biodisponibilidade sdo raros. A maioria dos estudos € baseada na acao do
cation flavilico que é a forma presente em meio acido, porém n&o € a forma mais comum nas
diferentes partes do corpo humano, principalmente devido as diferencas de pH nos tecidos e
fluidos biolégicos (ROUTRAY e ORSAT, 2011).

A absorcao dos compostos fendlicos na dieta € uma questdo que ainda nao esta
totalmente elucidada para que se avalie seus potenciais efeitos benéficos a saude humana.
Esses efeitos dependem da quantidade consumida e sua biodisponibilidade. Estudos
recentes tém indicado que a maioria dos compostos fendlicos possui baixa
biodisponibilidade, uma vez que sdo detectados em quantidades muito pequenas, tanto em
plasma quanto em tecidos (CARTEA et al., 2011). Juntamente com o pH, a microflora
presente no interior do corpo pode ser outro fator que afeta a biodisponibilidade pois pode
levar a deglicosilacdo e desmetilacdo de ACYS (ROUTRAY e ORSAT, 2011).

Neste contexto de interesse crescente e diversificado para aplicagdo de ACYS, a
necessidade de caracterizacdo e avaliacdo da qualidade de fontes e extratos de ACYS
estimula a realizacado de estudos analiticos para elaboracdo de métodos uteis aos diversos
segmentos diante das novas perspectivas de uso de ACYS (ERSUS e YURDAGEL, 2007).
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1.2. Fontes de Antocianinas

As ACYS podem ser encontradas em varios vegetais, distribuidas em flores, frutas e
hortalicas, além de graos, folhas e raizes. As fontes de ACYS utilizadas neste trabalho foram:

frutas; flores e hortaligas. A Tabela 1 apresenta as fontes utilizadas com seus nomes

cientificos e populares.

Tabela 1. Fontes de ACYS utilizadas no trabalho com seus nomes populares e cientificos.

Fontes de ACYS Nomes Populares Nomes Cientificos
jabuticaba Myrciaria cauliflora
amora Morus nigra
amora preta Rubus sp
jamboléo Syzygium cumini
FRUTAS
jussara Euterpe edulis Mart.
morango Fragaria x ananassa Duch.
Vitis vinifera
uva
Vitis vinifera L. ‘Brasil’
beijo turco ou maria sem-vergonha Impatiens walleriana
Pelargonium hortorum
geranio
Pelargonium peltatum L.
FLORES
Hibiscus sinensis
hibisco
Hibiscus syriacus
horténsia Hydrangea macrophylla
alface roxa Lactuca sativa
repolho roxo Brassica oleraceae
HORTALICAS berinjela Solanum melongena L.
cebola roxa Allium cepa
rabanete Raphanus sativus
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Em seguida, sdo apresentadas algumas informagdes sobre cada uma das fontes de
ACYS utilizadas neste trabalho. As frutas foram escolhidas, pois se apresentam como
potenciais fontes de extracao de ACYS para aplicacéo industrial como corantes, enquanto as
flores e hortalicas foram utilizadas visando a avaliagdo da potencialidade da técnica
espectrofotométrica de reflectancia difusa visto que estas fontes apresentam quantidade
menores de ACYS quando comparada as frutas além de distribuicdo nao uniforme nos

tecidos das fontes.

1.2.1. Frutas

A jabuticabeira (Myrciaria cauliflora) (Figura 6) pertence a familia Myrtaceae e € uma
arvore frutifera nativa da Mata Atlantica. Ocorre naturalmente desde o Mato Grosso do Sul
até o Rio Grande do Sul, sendo mais comum na regido Sudeste e no Parana. Frutifica duas
vezes por ano, de janeiro a fevereiro e de agosto a setembro. No Brasil, o consumo de
jabuticaba comecgou com os indios que saboreavam esse fruto tanto na forma natural como
fermentada. O nome vem do Tupi, iauotikaua, que significa fruta de que se alimenta o jabuti
(REYNERTSON et al., 2006; JABOTICABAL, 2012).

Figura 6. Foto ilustrativa dos frutos de jabuticaba (Myrciaria cauliflora).

A Tabela 2 mostra as ACYS identificadas nas amostras de jabuticaba estudadas
(FAVARO, 2008).
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Tabela 2. ACYS identificadas nas amostras de jabuticaba e refugo (Myrciaria cauliflora).

Fonte ACYS identificadas
Petunidina 3-glicosideo
JABUTICABA Cianidina 3-glicosideo

Cianidina 3-sambubiosideo
Petunidina 3-arabinosideo
Cianidina 3-glicosideo
Petunidina 3-glicosideo
Cianidina 3-sambubiosideo

REFUGO

Pertencente a familia Moraceae, a amora (Morus nigra) (Figura 7) é nativa da China e
Japao, frutifica no Brasil de setembro a novembro e sua comercializagao in natura é delicada
por sua estrutura fragil e baixa estabilidade para armazenamento (HASSIMOTO et al., 2007).
Geralmente seus frutos sdo utilizados para preparo de geléias e compotas. As folhas
comumente sdo utilizadas na sericultura, como alimento principal para o bicho-da-seda. A
arvore € ornamental pelo efeito de sua folhagem em regides de clima mais ameno, como no

sul e sudeste do Brasil. E empregada no paisagismo e na arborizacdo urbana.

Figura 7. Foto ilustrativa da amora (Morus nigra).

A Tabela 3 mostra as ACYS identificadas nas amostras de amora estudadas
(FAVARO, 2008).
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Tabela 3. ACYS identificadas nas amostras de amora (Morus nigra).

Fonte ACYS identificadas
Cianidina 3-glicosideo

Cianidina 3-soforosideo

Cianidina 3-sambubiosideo
AMORA

Cianidina 3-arabinosideo

Petunidina 3-galactosideo

Delfinidina 3-glicosideo

Pertencente a familia Rosaceae; a amoreira preta (Rubus sp) é uma frutifera de
grande potencial para regides de clima temperado, sendo nativa do sul do Brasil com
frutificacdo de outubro a fevereiro. Os frutos dessa espécie tém vida poés-colheita curta
devido a sua fragilidade (Figura 8) (ANTUNES, 2006).

Figura 8. Foto ilustrativa da amora preta (Rubus sp).

A Tabela 4 mostra as ACYS identificadas nas amostras de amora preta estudadas
(FAVARO, 2008).

Tabela 4. ACYS identificadas nas amostras de amora preta (Rubus sp).

Fonte ACYS identificadas
Cianidina 3-arabinosideo

Cianidina 3-glicosideo
AMORA PRETA Cianidina 3-sambubiosideo
Delfinidina 3-glicosideo

Cianidia 3-sambubiosideo-5-glicosideo
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O jambolao (Syzygium cumini) (Figura 9), também conhecido como Jameldo dentre
varias outras denominacgdes, € o fruto de uma arvore tropical amplamente disseminada e
encontrada no nordeste do Brasil. Os frutos sdo parecidos com uma azeitona roxa, tém sabor
azedo (BRITO et al., 2007) e juntos com suas sementes podem ser usados no tratamento de
diabetes, faringites e outras infeccdes na forma de extratos brutos aquosos ou alcodlicos
obtidos por decoccao (AFIFY et al., 2011).

Figura 9. Fotos ilustrativa do jambolao (Syzygium cumini).

A Tabela 5 mostra as ACYS identificadas nas amostras de jamboldo estudadas
(SAMPAIOQ, 2008).

Tabela 5. ACYS identificadas nas amostras de jambolao (Syzygium cumini).

Fonte ACYS identificadas
Delffinidina 3-rutinosideo
JAMBOLAO Cianidina 3-galactosideo
Cianidina 3-glicosideo

A palmeira jussara (Euterpe edulis Mart) (Figura 10) é natural da Mata Atlantica e seu
palmito era vendido in natura pelos indigenas residentes dessas areas em feiras regionais, o
que quase levou a palmeira a extincao. O estudo da aplicacdo de ACYS extraidas de frutos
de jussara representa uma opg¢ao de incentivo a conservacao da espécie, ja que a coleta
sustentavel dos frutos ndo impede o desenvolvimento da palmeira (CORSO, 2003;
HENDERSON, 2000) Os frutos de jussara sdao carnosos, com uma grande semente Unica,
esféricos, de cor quase preta quando maduros, parecidos com o acgai que ja € bem
conhecido no Brasil (REIS, 1995; HENDERSON e GALEANO, 1996).
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Figura 10. Foto ilustrativa da palmeira jussara (Euterpe edulis Mart) e seus frutos.

A Tabela 6 mostra as ACYS identificadas nas amostras de jussara estudadas
(SHIMAMOTO E ROSSI, 2009).

Tabela 6. ACYS identificadas nas amostras de jussara (Euterpe edulis Mart).

Fonte ACYS identificadas
Cianidina 3-glicosideo

JUSSARA Cianidina 3-sambubiosideo

Petunidina 3-galactosideo

O morango (Fragaria x ananassa Duch.) (Figura 11) comumente comercializado no
Brasil é uma espécie hibrida de Fragaria virginiana e Fragaria chiloensis, ambas nativas do
continente americano. Consumido em altas quantidades em diversos paises, pois €
saboroso, atraente e também apresenta possiveis beneficios a saude (SKUPIEN e
OSZMIANSKI, 2004; AABY et al., 2007).

Figura 11. Foto ilustrativa do morango (Fragaria x ananassa Duch).
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A Tabela 7 mostra as ACYS identificadas nas amostras de morango estudadas
(AABY et al., 2007).

Tabela 7. ACYS identificadas nas amostras de morango (Fragaria x ananassa Duch).

Fonte

ACYS identificadas
Pelargonidina 3-glicosideo
MORANGO

Cianidina 3-glicosideo

A uva é uma das plantas frutiferas mais conhecidas pela humanidade, com sua origem
no Oriente e introducédo no Brasil em 1532. Possui algumas propriedades medicinais como

adstringente, antiinflamatéria, antioxidante e emoliente (ABE et al., 2007). A Figura 12 ilustra
as duas espécies de uvas utilizadas neste trabalho.

(a) (b)

Figura 12. Foto ilustrativa das espécies de uvas estudadas (Vitis vinifera (a) e
Vitis vinifera L. ‘Brasil’ (b)).

A Tabela 8 mostra as ACYS identificadas nas amostras das diferentes espécies de
uva estudadas (TERCI, 2004; COELHO, 2011).

Tabela 8. ACYS identificadas nas amostras de uvas (Vitis vinifera e Vitis vinifera L. ‘Brasil).

Fonte

ACYS identificadas
Cianidina 3-glicosideo

Petunidina 3-glicosideo
Vitis vinifera

Peonidina 3-glicosideo
UVA

Malvidina 3-glicosideo

Cianidina 3-glicosideo

Petunidina 3-glicosideo
Vitis vinifera L. ‘Brasil’

Pelargonidina 3-arabinosideo

Malvidina 3-glicosideo
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1.2.2. Flores

O género Impatiens € comum de clima tropical com poucos membros em regides de
clima temperado. A espécie mais frequentemente encontrada € Impatiens walleriana e a
ampla variacdo de cores das flores (Figura 13), indicando seu potencial como fonte de
corantes naturais (CLEVENGER, 1971).

"
|

Figura 13. Foto ilustrativa das flores de beijo turco (Impatiens walleriana).

Flores do género Pelargonium apresentam diversas cores como branco, rosa, laranja,
salmao, vermelho, as quais estdo relacionadas com a presenca de ACYS (Figura 14)
(MITCHELL et al., 1998).

Figura 14. Foto ilustrativa das flores das espécies de geranio estudadas (Pelargonium hortorum (a) e
Pelargonium peltatum L (b)).
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O hibisco (Hibiscus sinensis e Hibiscus syriacus) (Figura 15) vem sendo cultivado com
aproveitamento de suas flores para producdo de cha, bebida tipica do Egito que pode ser
servida gelada ou quente, além disso, vem sendo usado devido acdes terapéuticas. As
espécies de hibisco apresentam elevadas quantidades de ACYS (2,52 g ACYS/100 g de
amostra) (MOURTZINOS et al., 2008; SEGURA-CARRETERO et al., 2008).

(b)

Figura 15. Foto ilustrativa das flores das espécies de hibisco estudadas (Hibiscus sinensis (a) e
Hibiscus syriacus (b)).

As horténsias (Hydrangea macrophylla) (Figura 16) séo flores rosas, azuis e brancas,
cuja coloragao esta relacionada com o pH do solo, e também, com a formag¢ao de complexos
entre ACYS das flores e metais presentes no solo, como aluminio. (YOSHIDA et al., 2008;
YOSHIDA et al., 2009).

Figura 16. Foto ilustrativa das flores de horténsias (Hydrangea macrophylla).
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1.2.3. Hortalicas

O consumo de alface roxa (Lactuca sativa) (Figura 17) tem aumentado, pois pode ser
armazenado por longos periodos em comparacdo com a alface verde tradicional, sem
degradacao nem perda de qualidade. Contudo, ha pouca informacdo na literatura sobre
ACYS e outros compostos fendlicos presentes nesse vegetal (FERRERES et al., 1997;
MULABAGAL et al., 2010).

Figura 17. Foto ilustrativa da alface roxa (Lactuca sativa).

Tradicionalmente reconhecido como fonte de ACYS para experimentos didaticos, o
repolho roxo (Brassica oleraceae) (Figura 18) destaca-se por funcdes e aplicacoes
fisiolégicas, especialmente como agente anti-inflamatério. Um estudo indicou que ACYS de
repolho roxo sdo estaveis sob as condi¢cdes de digestdo gastrica, o que pode auxiliar na
absorcao desses compostos de potencial interesse terapéutico (ARAPITSAS et al., 2008; LIN
et al., 2008).

Figura 18. Foto ilustrativa do repolho roxo (Brassica oleraceae).
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Berinjela (Solanum melongena L.) (Figura 19) é originaria da india e foi introduzida no
Brasil no século XVI (SANTOS et al., 2002). E um dos vegetais mais cultivados no mundo,
sendo o sexto em quantidade de producao (MENNELLA et al., 2010). A coloracdo roxa
intensa de sua casca deve-se a presenca de ACYS (MULINACCI et al., 2008; TODARO et
al., 2009).

Figura 19. Foto ilustrativa da berinjela (Solanum melongena L.).

A cebola roxa, Allium cepa (Figura 20), cujo consumo tem sido associado a prevencao
de certas doencas, tem composicado influenciada pelas condi¢gdes de cultivo (sistema de
producdo, tipo de solo, clima) e por fatores genéticos, inclusive em relacao a presenca de
ACYS (FOSSEN e ANDERSEN, 2003; GORINSTEIN, 2009).

Figura 20. Foto ilustrativa da cebola roxa (Allium cepa).
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O rabanete (Raphanus sativus) (Figura 21) contém quantidade significativa de ACYS
(principalmente pelargonidina 3-glicosideo) com potencial tintorial, devido a sua relativa
estabilidade e caracteristicas similares as do corante sintético vermelho numero 40.
(RODRIGUEZ-SAONA et al., 1999; OTSUKI et al., 2002; TSUJI et al., 2005; TATSUZAWA et
al., 2008).

i

Figura 21. Foto ilustrativa do rabanete (Raphanus sativus).
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1.3. Técnicas utilizadas para analise de ACYS

A literatura descreve diversas técnicas para analise de ACYS em fontes vegetais e
seus extratos, com destaque para espectrofotometria UV-VIS (SONDHEIMER e KERTESZ,
1948; FULEKI e FRANCIS, 1968a; FULEKI e FRANCIS, 1968b; PETRI et al., 1997, XU et al.,
2010b), cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (FIORINI, 1995; BERENTE et al.,
2000; ZHANG et al., 2008; CHEPLICK et al., 2010, ZHANG et al., 2010) e espectrometria de
massas (MS) (TIAN et al., 2005; GOMEZ-ARIZA et al., 2006; SCHUTZ et al., 2006;
ARAPITSAS et al., 2008; NAKAMURA et al., 2010; HA et al., 2010).

Varios autores descrevem o uso dessas técnicas em aplicagdes variadas, com alguns
exemplos apresentados na sequéncia. A espectrofotometria UV-VIS foi utilizada para
diferenciacéo e classificacdo de vinhos (URBANO et al., 2006), verificagdo da captura de
radicais livres e a atividade antibacteriana de vinhos tintos do sul da Sérvia (RADOVANOVIC
et al., 2009), caracterizacdo de ACYS e antocianidinas de batata doce roxa (TRUONG et al.,
2010) e quantificacdo de ACYS e caracterizagdo de dleos essenciais extraidos de trés
cultivares de amoras produzidas no Rio Grande do Sul — Brasil (ANDRADE et al., 2010).
Estudos de NAYAK e colaboradores (2011) utilizaram esta técnica como deteccao de HPLC
para determinar parametros de degradacao e o impacto dessa degradacao na capacidade
antioxidante de ACYS extraidas de batata roxa.

HPLC tem sido amplamente utilizada para identificacdo de ACYS e compostos
fendlicos em amostras diversas como: duas variedades de uva (IVANOVA et al., 2011), chas
(KERIO et al., 2012), frutas (LEE e CHOUNG, 2011), feijao preto (HA et al., 2010), dentre
outras. A anadlise de compostos fendlicos em vinhos por HPLC para diferenciacao de regiao
de origem e formas de cultivo foi desenvolvida por MAKRIS e colaboradores (2006).

A aplicacao de técnicas que empregam eletromigracdo em capilares tem sido proposta
para analise de compostos fendlicos e ACYS. Essas técnicas de separacao sao baseadas na
migracao diferenciada de compostos i6nicos ou ionizaveis, quando submetidas a um campo
elétrico (TAVARES, 1996; SILVA et al., 2007).
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As técnicas de eletromigracao apresentam algumas vantagens como alta eficiéncia de
separacdo, necessidade de pequenas quantidades de amostras e baixo custo da analise,
possibilidade de automacao completa da analise, além da compatibilidade com uma ampla
variedade de sistemas de deteccao disponiveis como UV-VIS e MS (TAVARES, 1996; SILVA
et al., 2007).

A técnica de eletroforese capilar (CE) baseia-se somente nas diferencas entre as
mobilidades de espécies carregadas em eletrélitos que podem ser aquosos ou organicos.
Esta técnica foi introduzida por BRIDLE E GARCIA-VIGUERA (1997) para andlise de ACYS
em morangos e elderberries. Posteriormente, outros autores tém utilizado essa técnica para
testar a idade de vinhos (SAENZ-LOPEZ et al., 2004) e andlise de ACYS em alimentos
(COSTA et al., 2000) o que indica seu potencial para exploragdo com ferramentas
quimiométricas (WATANABE et al., 1998; BICARD et al., 1999; PETERSSON et al., 2008;
SEGURA-CARRETERO et al.,, 2008; PETERSSON et al., 2010). Além disso, tem sido
descrita para andlises de ACYS outra técnica de migracdo conhecida como cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC, micellar electrokinetic chromatography), também conhecida
por cromatografia capilar eletrocinética micelar (MECC, micellar electrokinetic capillary
chromatography). Essa técnica de separacao esta baseada na combinacgao de eletroforese e
interacées dos analitos com aditivos, por exemplo, tensoativos, havendo a formacéao de uma
fase dispersa micelar no capilar que se move com velocidade diferente do analito. Para que a
separacao ocorra € necessario que o analito ou a fase dispersa possua carga. (BEDNAR et
al., 2003; KONG et al., 2003; SILVA et al., 2007; VALLS et al., 2009).

Uma técnica analitica versatil, mas que a literatura ainda n&o traz em aplicagdes com
ACYS é espectrometria de reflectancia difusa, que permite obter dados sem a necessidade
de preparo de amostras. Numa etapa deste trabalho, foi estudada a caracterizacao de fontes
de ACYS a partir de espectros eletrénicos de reflectancia difusa obtidos diretamente a partir
da manipulagdo das espécies vegetais, o que é inédito até o momento, de acordo com o
levantamento bibliografico realizado.

A utilizacao dessas técnicas fornece resultados rapidos com vasta quantidade de
dados, sendo que métodos quimiomeétricos surgem como indispensaveis para explorar o
potencial informativo dos dados obtidos, para expandir suas perspectivas de aplicagcao, como

foi desenvolvido neste trabalho de doutorado.
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1.4. Quimiometria

Técnicas instrumentais estdo em crescente desenvolvimento, gerando volume de
dados cada vez maiores. Como consequéncia, sdo necessarios tratamentos matematicos e
estatisticos mais elaborados para expandir a potencialidade das respostas e viabilizar
interpretagbes mais abrangentes. Neste contexto, procedimentos univariados tornam-se
limitados. Métodos multivariados representam opc¢ao indispensavel, pois permitem analisar
um grande numero de variaveis simultaneamente (BRUNS e FAIGLE, 1985).

Neste contexto, a analise multivariada foi inserida na avaliacdo e interpretacdo de
dados quimicos, originando uma nova area da Quimica, denominada Quimiometria, proposta
pelo sueco Svante Wold e pelo americano Bruce R. Kowalski em 1972 (SHARAF et al., 1986;
BEEBE et al., 1998). A visita do professor Kowalski ao 1Q-UNICAMP, na década de 1980
impulsionou os primeiros trabalhos de quimiometria no Brasil. Pesquisas que utilizam
meétodos quimiométricos para tratamento de dados analiticos tém sido desenvolvidas desde
entdo (BRUNS, 1988).

Para avaliagdo de dados multivariados, os métodos quimiométricos consideram a
correlagdo entre amostras, entre varidveis e entre amostras e variaveis avaliadas
simultaneamente, o que permite extrair quantidade muito maior de informacdo. Com esta
premissa, varios procedimentos quimiométricos tém sido propostos para os mais diversos
fins, como a otimizacdo de experimentos, classificacdo e calibracdo de dados, andlise
exploratéria, selecao de variaveis, reconhecimento de padrées, dentre outros (AMENDOLIA
et al., 2003; TROCHE et al., 2005; JAPON-LUJAN et al, 2006; CHEN et al., 2008;
PETURSDOTTIR et al., 2008; FERRANDINO e GUIDONI, 2010).

1.4.1. Organizacao dos dados

Para trabalhar com dados experimentais multivariados, inicialmente é necessario
organiza-los. Para dados bidimensionais € comum a disposicdo na forma de uma matriz,
sendo os objetos dispostos em linhas e as varidveis em colunas (Figura 22). Os dados
consistem em p medidas de diferentes propriedades (variaveis) realizadas sobre n amostras
(objetos), de modo que a matriz de dados A ¢ formada por n x p elementos (SHARAF et al.,
1986; BRUNS e FAIGLE, 1985; MASSART et al., 1990; BEEBE et al., 1998).
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Figura 22. Organizagdo dos dados quimicos obtidos em uma anélise em forma de matriz'.

A visualizagdo prévia dos dados em uma avaliagdo qualitativa dos dados na forma
original (espectros, cromatogramas, etc) é importante para se obter informacdes preliminares
sobre os mesmos. Esse procedimento permite avaliar as faixas de valores em que as
variaveis sao distribuidas e qual o grau de correlagcao entre elas, auxiliando na escolha do
tipo de pré-processamento e na identificagdo de objetos (amostras) an6malos (outliers)
(BEEBE et al., 1998).

1.4.2. Pré-processamento dos dados

A etapa de pré-processamento tem a finalidade de remover ou reduzir fontes
irrelevantes de variacdo, como erros aleatorios ou sistematicos, com o uso de manipulacdes
matematicas. Porém, é preciso ter em mente que o pré-processamento altera os dados, o
que pode influenciar positiva ou negativamente os resultados (HENDRIKS et al., 2005;
MUTIHAC et al., 2008).

Existem dois tipos basicos de pré-processamento, dependendo de como sao
operados. O pré-processamento por colunas opera sobre variaveis, enquanto o pré-
processamento por linhas, opera nas amostras. Dentre os tipos de pré-processamento por
linhas estdo normalizacao, alisamento e correcado da linha base; por colunas € usual centrar
na média e autoescalar os dados dependendo da situagdo de andlise (SHARAF et al., 1986;
BEEBE et al., 1998).

' As notagdes de algebra linear também se aplicam & quimiometria. Um vetor é uma matriz que tem somente
uma linha ou uma coluna sendo chamado de vetor linha ou coluna respectivamente. Os vetores sdo designados
por letras mindsculas em negrito (v). As matrizes sao designadas por letras mailsculas em negrito (A). Os
elementos das matrizes, dos vetores, ou ainda constantes como coeficientes de regressdo (b) sao
representados por letras sem negrito (SHARAF et al., 1986; BRUNS e FAIGLE, 1985; MASSART et al., 1990;
BEEBE et al., 1998).
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1.4.2.1. Normalizacao

A normalizacao, um pré-processamento geralmente aplicado as amostras, é utilizada
para remover variagdo em um conjunto de dados devida a diferencas em magnitudes
arbitrarias de um conjunto de medidas; € aplicada quando tal efeito no conjunto de dados é
significativo, impedindo a visualizagdo de informacdes realmente relevantes. Em
cromatografia, por exemplo, a normalizacdo de um cromatograma completo € usada para
remover o efeito de volume de injecao variado. A Figura 23 mostra um exemplo da aplicacao
de normalizacdo a um conjunto de dados de cromatogramas no qual as linhas continuas
referem-se a duas injecbes com volumes diferentes da mesma amostra e as linhas
tracejadas referem-se a duas injecdes com volumes diferentes de uma segunda amostra
(SHARAF et al., 1986; BEEBE et al., 1998).

Resposta

Intensidade

Tempo / (min)

Figura 23. Cromatogramas com a mesma concentragéo de dois compostos com variagao de volume
de injecdo nas replicatas. Dados originais (a) e normalizados (b) adaptado de BEEBE et al., 1998.
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1.4.2.2. Alisamento

Em Quimica Analitica, assume-se que um sinal medido consiste do sinal de interesse
mais um ruido aleatdrio, sendo que a quantidade e a estrutura desse ruido dependem de
cada experimento. As ferramentas de alisamento sdo usadas para reduzir matematicamente
o ruido aleat6rio com o objetivo de aumentar a relagédo sinal-ruido. Algumas fontes de ruido
contribuem para o sinal de baixa intensidade o que pode dificultar a remocdo matematica
sem remover algumas das informag¢des quimicas de interesse (BEEBE et al., 1998).

Métodos de correcao de linha base também podem ser utilizados para remover estes
sinais de baixa frequéncia (BEEBE et al,, 1998). A Figura 24 apresenta um exemplo da

aplicacao de alisamento em um espectro eletrénico de absorgao.
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Figura 24. Espectro antes (a) e apds (b) aplicar uma ferramenta de alisamento.

1.4.2.3. Centrar os dados na média

Um pré-processamento de uso comum para espectros, por exemplo, no UV-VIS, é
centrar os dados na média. Este procedimento corresponde em fazer com que a média dos
valores para cada variavel seja zero. Isto é feito obtendo-se o valor médio para cada variavel
e subtraindo-o de cada um dos valores da variavel correspondente. Com isso, ocorre a
mudanca do sistema de coordenadas para o centro de dados, ou seja, translada-se o eixo de

coordenadas para o centro de dados.
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Esse procedimento é aplicado as colunas da matriz (SHARAF et al., 1986; BEEBE et
al., 1998). Na Figura 25, representa-se a centralizagdo na média de um conjunto de dados

com trés variaveis (x1, x2, x3).

x? . x2
- 8 8 -
a‘ . - —_— .
. l.. s nle o
> x1 L 3 >x1
-
[ ]
x3 x3 L2

Figura 25. Representacao grafica da centralizagdo na média dos dados (BEEBE et al., 1998).

1.4.2.4. Autoescalamento

Neste caso, os dados sdo primeiramente centrados na média e, entdo, divididos pelo
desvio padrdo, promovendo a mudanga da escala. Recomenda-se o autoescalamento
quando todas as variaveis tém a mesma importancia, como em um cromatograma no qual
todos os picos sao relevantes. Também é recomendavel autoescalar os dados se a faixa de
variacao entre as variaveis for muito grande. Um exemplo da vantagem de autescalamento
esta representado na Figura 26 (SHARAF et al., 1986; BEEBE et al., 1998).

Intensidade

Variaveis

Intensidade

7 8 9 10 11
Variaveis

Figura 26. Dados brutos para os experimentos ilustrando as diferentes escalas de intensidade para
(a) das variaveis (1-6) e (7-11) e (b) apenas das variaveis (7-11) adaptado de BEEBE et al., 1998.

37



Favaro, Martha Maria Andreotti Tese de Doutorado

1.4.3. Métodos Quimiomeétricos

Os métodos multivariados de andlise de dados podem ser divididos em dois grupos:
aprendizagem ndo supervisionada e aprendizagem supervisionada.

Na aprendizagem ndo supervisionada, o objetivo € encontrar agrupamentos naturais
das amostras num espacgo p-dimensional sem utilizacdo de informagdes a respeito das
classes existentes entre as amostras. Os métodos mais utilizados sdo analise de
agrupamentos hierarquica (HCA) e andlise de componentes principais (PCA).
Diferentemente, na aprendizagem supervisionada o objetivo é desenvolver modelos
baseados nas informacdes da origem das amostras, para que estas sejam classificadas de
forma correta e, entdo, aplicar esta regra para amostras de origem desconhecida visando
sua classificacdo. Os métodos mais utilizados neste caso sdo o método do vizinho mais
proximo (KNN) e o método do modelo independente de similaridade utilizando componentes
principais (SIMCA). Essas técnicas de estatistica multivariada tém grande aceitacdo na
analise de dados quimicos e, neste trabalho, foram utilizados PCA e KNN para obtencao de
modelos estatisticos com os dados obtidos por diferentes técnicas analiticas.

1.4.3.1. Métodos de aprendizagem nao supervisionada

Métodos de aprendizagem n&o supervisionada envolvem basicamente a andlise de
grupos ou agrupamentos. Muitas vezes a quantidade de informacdo obtida de uma analise
quimica € tdo grande, que a Unica maneira pratica de buscar a similaridade é a analise de
agrupamentos que podem ser avaliados utilizando-se HCA e PCA (MASSART et al., 1990;
BEEBE et al., 1998). Em seguida, serao apresentados os dois principais métodos de analise
de agrupamentos, sendo utilizado neste trabalho PCA.

1.4.3.1.a. Analise de Agrupamentos Hierarquica (HCA)

Um nome coletivo dado a uma grande variedade de técnicas que permitem a
separacdo dos objetos ou varidveis em grupos diferentes é “analise de agrupamentos”. O
método mais utilizado é HCA, que avalia as distadncias entre as amostras com base na
informacdo das varidveis medidas, revelando os agrupamentos naturais existentes no

conjunto de dados.
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Graficamente, a hierarquia pode ser representada na forma de um grafico
bidimensional chamado dendrograma, no qual as amostras semelhantes, segundo as
variaveis escolhidas sdo agrupadas entre si. Devido ao seu carater nao supervisionado, ela é
comumente aplicada antes da aplicacao de outras técnicas de analise multivariada. Existem
muitas maneiras de procurar agrupamentos num espaco p-dimensional. A maneira
matematicamente mais simples consiste em agrupar os pares de pontos (amostras) que
estdo mais proximos, usando a distancia Euclidiana (Equacao 1) (MASSART et al., 1990;
BEEBE et al., 1998).

dy = [ZL (xii — Xy )2]%, Equacéo 1

onde dik € a distancia Euclidiana entre os pontos i e k.

Este procedimento é repetido sucessivamente até que todos os pontos sejam
agrupados em um sé ponto, levando a constru¢édo do dendrograma, onde no eixo vertical sdo
colocadas as amostras e no eixo horizontal, o indice de similaridade (distancia Euclidiana)
(MASSART et al., 1990; BEEBE et al., 1998).

HCA também utiliza diferentes métodos de agrupamento, dentre os quais estdo os
métodos simples, completo, da média, centréide e incremental. Um exemplo do método
simples esta representado na Figura 27. Estes métodos apresentam caracteristicas
individuais que favorecem ou ndo a aplicagdo de cada um em determinada situacao
(MASSART et al., 1990; BEEBE et al., 1998).

(i)

0 % 2o
15 15 B ;
(1)

10 'Y 10
[ Lo 9, 5 o f A
E s OS5 on SR DTS 0
o C (iv)
o (iii) (iv)
= Prer % L (i)

15 15 L

(ii)

Variavel 1
Figura 27: Conjunto de cinco amostras e seu referido dendrograma utilizando o agrupamento simples

(BEEBE et al., 1998).
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1.4.3.1.b. Analise de Componentes Principais (PCA)

Métodos baseados em fatores resultantes da transformacdo de uma matriz de dados
visam reduzir a dimensdo espacial da projecdao dos dados originais para facilitar a
visualizagdo de informacdes relevantes. E comum realizar esta projecdo por Andlise de
Componentes Principais (PCA) e Andlises de Fatores (FA), dentre outras (SHARAF et al.,
1986; BEEBE et al., 1998).

O objetivo da PCA ¢é transformar dados complexos para facilitar a visualizacdo das
informacdes mais relevantes, assim matrizes com muitas variaveis sao transformadas para
visualizar dados multivariados em um namero relativamente menor de dimensdes. Para isso,
a matriz original X em que as amostras s&o dispostas em linhas e as varidveis em colunas, é
transformada em duas matrizes menores, as matrizes de escores (scores) (T) e de pesos
(loadings) (P), mais uma matriz de residuos que indica a parte ndo modelada como mostrado

na Figura 28.

Figura 28. Decomposi¢do da matriz X de m amostras com n varidveis em outras matrizes menores,

de escores T (amostras), de pesos P (peso das variaveis) e a matriz de residuos E.

Neste caso, X é a matriz original constituida de m linhas (amostras) e n colunas
(variaveis); T € a matriz de escores com m linhas e d colunas; P é a matriz de pesos
(loadings) com n colunas e dlinhas e E é a matriz de residuos com m linhas e n colunas.

Ap6s os calculos, os resultados sao utilizados para interpretar a distribuicdo das
amostras num grafico bidimensional das componentes principais (PC), e posteriormente
identificar e julgar a importancia das variaveis originais escolhidas, sendo que as variaveis
originais com maiores valores de pesos (loadings) sdo as mais importantes do ponto de vista
estatistico. Devido a grande fracdo de varidncia usualmente descrita pela primeira, segunda
e terceira PCs, os dados podem ser visualizados plotando-se o0s escores de uma

componente contra os de outra.
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O grafico de loadings representa o peso que cada variavel possui na classificacao das
amostras em estudo, ou seja, destaca informagdes quimicas ou fisicas, especificas das
amostras que podem estar associadas aos resultados estatisticos e explicar o sistema
estudado. Um exemplo deste gréafico esta apresentado na Figura 29, para o qual as variaveis
estudadas eram comprimentos de onda de espectros eletrénicos de absorcédo, sendo 390,

495 e 550 nm aqueles responsaveis pela classificagcdo das amostras estudadas.
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Figura 29. Gréfico de loadings para PC1 de um conjunto de dados de espectros eletrénicos de

absorcao de extratos de frutas.

O grafico da matriz de residuos os expressa em funcéo da distancia de Mahalanobis
(parametro estatistico) e permite detectar amostras anémalas (outliers) do conjunto de
treinamento. A Figura 30 ilustra este tipo de grafico no qual esses parametros sao avaliados.
As linhas verdes indicam os valores 6timos desses parametros (distancia de Mahalanobis
menor que 7,25 e residuos das amostras menor que 0,85), consequentemente, o conjunto de
dados apresenta uma amostra anémala, uma replicata da amostra 1, que possui distancia de

Mahalanobis igual a 7,45.
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Figura 30. Gréfico de residuos e distancia de Mahalanobis de um conjunto de dados de espectros

eletrénicos de absorcao de extratos de frutas.

PCA tem sido muito aplicada no controle de qualidade de matérias primas, produtos
acabados bem como no monitoramento do produto durante a producao, de acordo com PINI
(1995), LOPEZ et al. (1996), BARTHUS (1999), BORIN (2003), MORGANO (2005) e
BORTOLETO (2007).

1.4.3.2. Método de aprendizagem supervisionada

A aplicacdo dos métodos de aprendizagem supervisionada tem o objetivo de construir
modelos para serem usados futuramente na classificacdo de amostras desconhecidas
(conjunto teste). Isso é feito com um conjunto de dados que possui classificagcdo conhecida
(conjunto de treinamento). Este conjunto é utilizado para desenvolver regras de classificacao,
ou seja, para que ele consiga distinguir uma classe de outra (SHARAF et al., 1986; BRUNS e
FAIGLE, 1985; MASSART et al., 1990; BEEBE et al., 1998).

Para aprendizagem supervisionada, ha métodos de reconhecimento de padrdo, dentre
eles, o KNN e o SIMCA.
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1.4.3.2.a. Método do vizinho mais préximo (KNN)

No método do vizinho mais préximo (KNN) utiliza-se um conjunto de treinamento para
distribuir as amostras entre as classes, sendo cada amostra classificada na mesma categoria
do seu vizinho mais proximo. As rotinas de classificagdo dos programas de calculo
determinam normalmente o “Késimo vizinho mais proximo” variando de 1 a 10. Este método
ndao é capaz de sugerir que uma amostra possa pertencer a uma categoria ainda nao
definida, trata-se de um exemplo de modelo de similaridade no qual amostras do conjunto de
treinamento mais similares a amostra em estudo servem como referéncia para a
classificacao (BRUNS e FAIGLE, 1985).

Para selecionar um numero K 6étimo de vizinhos, um procedimento de validacédo
cruzada é aplicado ao conjunto de treinamento. Esse procedimento é repetido usando
diferentes numeros de vizinhos mais préximos para a classificacdo. Se as classes estdo bem
separadas, uma regra adequada para classificacdo é K =1, contudo mais vizinhos mais
préoximos deveriam ser considerados para aumentar a confiabilidade dos resultados (BEEBE
et al., 1998).

A Figura 31 apresenta um exemplo de classificagao utilizando KNN para trés (X, Y e
Z) amostras desconhecidas com duas variaveis (1 € 2) e quatro classes (A, B, C e D).
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=
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Figura 31. Exemplo de reconhecimento de padrdo para as amostras X, Z e Y pelo método de KNN
adaptado de BEEBE et al., 1998.
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Observando a Figura 31, conclui-se que a amostra X seria classificada como um
componente da classe A. De fato, os 10 primeiros vizinhos mais préximos para X pertencem
a classe A. Raciocinio andlogo indica que a amostra Z pode ser classificada na classe B. Ja
a amostra desconhecida Y esta contida na interface das classes C e D, e a classificacédo é
menos débvia. O primeiro vizinho mais proximo € da classe D, enquanto o segundo € da
classe C. Numa situacdo em que varias classes sao representadas pelos vizinhos mais
proximos, a maior parte dos pacotes computacionais de célculo classificaria a amostra
desconhecida na classe contendo a maioria dos vizinhos mais préximos. Por exemplo, se
fossem utilizados trés vizinhos mais proximos (K =3) a amostra Y seria classificada na
classe C (BEEBE et al., 1998).

Existem muitas vantagens no KNN, com relagdo a outros métodos de reconhecimento
de padrées. Por exemplo, é de simples implementacao e ndo é necessario manter a relagao
entre o numero de amostras e o de variaveis em 5, como o desejavel em outros métodos,
sendo apropriado quando existem poucas amostras (BEEBE et al., 1998).

Na literatura os modelos de KNN obtidos vém apresentando erros aceitaveis de até
30 % na validagao de amostras externas.

1.4.3.2.b. Modelo independente de similaridade utilizando
componentes principais (SIMCA)

Outro método de reconhecimento de padrdes € o método SIMCA, onde os dados do
conjunto de treinamento sdo utilizados para determinar o modelo de cada categoria
independentemente a partir da aplicacao de PCA. Neste método, cada classe pode ter um
namero 6timo de componentes principais. A Figura 32 mostra que a classe O ocupa um
espaco tridimensional (3 PCs), a classe @ ocupa um plano (2 Pcs) e a classe [J ocupa uma
linha (1 PC). O modelo obtido é formado por uma caixa multidimensional em que novas
amostras sao provavelmente classificadas de acordo com seus ajustes e separadas pela
falta de ajuste, aos modelos de classe. Porém o método pode localizar um ponto referente a
uma amostra ndo pertencente a qualquer uma das classes, indicando-o como um ponto
deslocado, ou anémalo (outlier), ou membro potencial de uma categoria ainda nao definida.
(BRUNS e FAIGLE, 1985; SHARAF et al., 1986; PINI, 1995; BEEBE et al., 1998; OTTO,
1999; LONNY et al., 2005).
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Figura 32. Exemplo tridimensional de SIMCA (OTTO, 1999).

Dentre as vantagens da utilizagcdo de SIMCA esta a capacidade de indicar quando
uma amostra ndo pertence a nenhuma das classes definidas no conjunto de treinamento,
representando-o como um ponto deslocado, ou anémalo (outlier), ou membro potencial de
uma categoria ainda ndo definida, ao contrdrio do KNN, que identificaria uma amostra
desconhecida na categoria mais préxima da mesma. Porém, para se obter uma
representagdo adequada do tamanho e da forma de uma determinada classe, muitas
amostras por classe devem ser obtidas para derivar os modelos de classificagdo (BEEBE et
al., 1998). Isso pode restringir a aplicacdo de SIMCA quando o conjunto de dados disponivel
nao € muito grande, como aconteceu em alguns casos neste trabalho, por isso optou-se por

nao utilizar este modelo.

As crescentes perspectivas do uso de ACYS em diversos segmentos industriais
apontam a necessidade de desenvolver métodos para caracterizacao de fontes e extratos de
ACYS, a fim de viabilizar o controle da qualidade e autenticidade desses extratos e fontes

que apresentam potencial para aplicacdes em crescente expansao e diversificacao.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS
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O presente trabalho teve os seguintes obijetivos:

e Desenvolver metodologias analiticas utilizando métodos quimiométricos e
diferentes técnicas analiticas para exploracdo de dados de fontes e extratos
vegetais de ACYS a partir das seguintes fontes: frutas comuns no Brasil (amora
(Morus nigra), amora preta (Rubus sp), jabuticaba (Myrciaria cauliflora), jambolao
(Syzygium cumini), jussara (Euterpe edulis Mart.), morango (Fragaria x ananassa
Duch) e uva (Vitis vinifera e Vitis vinifera L. ‘Brasil)), hortalicas (alface roxa
(Lactuca sativa), repolho roxo (Brassica oleraceae), berinjela (Solanum
melongena), cebola roxa (Allium cepa) e rabanete (Raphanus sativus)) e flores
(beijo-turco (Impatiens walleriana), geranio (Pelargonium hortorum e Pelargonium
peltatum L.), hibisco (Hibiscus sinensis e Hibiscus syriacus) e horténsia
(Hydrangea macrophylla)).

e Verificar a potencialidade da aplicacao de técnicas analiticas simples como
espectrofotometria de absorgéo e de reflectancia difusa na regido do visivel para
obtencdo de dados analiticos, comparando os resultados dos modelos de
previsdo com aqueles obtidos a partir de dados de técnicas mais sofisticadas
como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), espectrometria de massas
(MS) e cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).

e Obter modelos estatisticos utilizando as ferramentas quimiométricas PCA e
KNN para estudos de identificacdo de espécies a partir de fontes e extratos de
ACYS; estabilidade dos extratos; avaliacdo de solventes extratores, visando
controle de qualidade e autenticidade desses compostos.
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CAPITULO 3

DESENVOLVIMENTO
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3.1 Fontes de Antocianinas

A aquisicédo das fontes de ACYS foi realizada em mercados do comércio paulista e,
posteriormente, alguns cuidados foram tomados para armazenamento das amostras.

As frutas amora, amora preta, jabuticaba, jambolao, jussara, morango e uvas foram
armazenadas em frascos de 700 g apds a aquisicdo e congeladas a aproximadamente
- 11 °C em freezer até serem utilizadas. As frutas foram armazenadas por periodos de até 12
meses sem alteracdo da qualidade das fontes e extratos. No caso da jabuticaba foram
utilizados, além dos frutos comercializados para consumo humano, o refugo constituido de
frutos ndo comercializaveis que ja sofreram algum tipo de degradacéo como acao de vento,
chuva ou ataque de passaros estando ainda fixados na jabuticabeira ou ja caidos dela.

As hortalicas (alface roxa, berinjela, cebola roxa, rabanete, repolho roxo) foram
acondicionadas ap06s a aquisicao em frascos protegidos da luz, fechados e refrigerados a
aproximadamente 8 °C por um periodo de no maximo 24 horas até a utilizacao.

As flores beijo-turco, geranio, hibisco e horténsia foram utilizadas imediatamente apés
colheita, para obtencéo de espectros de reflectancia difusa e de extratos alcodlicos.

Para a realizacdo dos procedimentos experimentais, por¢cdes das amostras eram

removidas do freezer ou da geladeira e mantidas a temperatura ambiente até utilizacao.

Para atividades com finalidade cientifica de coleta e transporte de material botanico
foram realizados os registros no Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade
(SISBIO) para A. V. Rossi e M. M. A. Favaro, sendo obtidas as autorizagbes registradas sob
0s numeros 5092212 e 5102258, respectivamente.

3.2. Reagentes, solucoes de pH conhecido, materiais e equipamentos

Os trés itens a seguir descrevem os reagentes, solugdes, materiais e equipamentos
utilizados neste trabalho com detalhamento de especificagbes como pureza dos reagentes e

caracteristicas dos equipamentos, além do modo de preparo das solugdes utilizadas.

53



Favaro, Martha Maria Andreotti Tese de Doutorado

3.2.1. Reagentes

Acetato de sddio anidro PA (Synth), acetonitrila 99,9 % (Merck), acido acético glacial
99,7 % PA (Synth), acido cloridrico 36,5-38,0 % PA (Synth), acido férmico 85 % PA (Synth),
agua potavel tratada, agua deionizada (deionizador e purificador MilliPore Milli-Q Plus),
borato de sédio 99,5 % (Synth), citrato de soédio PA (Synth), cloreto de cianidina 3-rutinosideo
98 % HPLC (SIGMA), cloreto de potassio PA (Synth), dodecil sulfato de sddio (90 %) (Synth),
etanol PA 99,5 % (Synth), metanol grau HPLC (TEDIA).

3.2.2. Solucoes de pH conhecido ajustadas com pHmetro

Foram preparadas as seguintes solugdes a partir do procedimento descrito por TERCI
(2004) e CHRISTIAN (1977):

< pH 1,0: cloreto de potassio (KCI) 0,2 mol L™ + &cido cloridrico (HCI) 0,2 mol L™

< pH 2,0: citrato de sédio (NasCsHs07) 0,2 mol L™ + &cido cloridrico (HCI) 1,0 mol L™
< pH 3,4: citrato de sédio (NazsCsHs07) 0,2 mol L™ + &cido cloridrico (HCI) 1,0 mol L™
< pH 4,5: acetato de sédio (NaCzH302) 2,0 mol L™ + 4cido cloridrico (HCI) 0,2 mol L

3.2.3. Materiais e equipamentos

Foram utilizados: balancas analiticas (Quimis Q-500L210C e Shimadzu AX200) para
pesagens dos reagentes; banho termostatizado (Templette TE-8D Refrigerator Bath ESRB-
11 Techne) para o procedimento de extracdo; capela laboratorial para o procedimento de
secagem dos extratos; cromatografo (Shimadzu Prominece coluna C18, tipo ODS2,
comprimento = 25,0 cm, didmetro interno = 4,6 mm, tamanho de particula = 5 um e tamanho
de poro = 100 A, Varian, Microsorb MV com eluicdo isocratica em fase reversa e detector
com arranjo de diodos SPD-M20A para obtencao dos cromatogramas; espectrofotdmetro HP
8452A Diode Array com dispositivo de reflectancia acoplado Labsphere RSA-HP-84 para
obtencdo dos espectros eletrdnicos de reflectancia difusa; espectrofotdmetro (Biotech
Pharmacia Ultrospech 2000 e cubetas de quartzo 1,0 cm de caminho éptico (Q4-Biocel) para
obtencdo dos espectros eletronicos de absorcdo; equipamento para andlise por
cromatografia eletrocinética micelar (Agilent CE, DE01603589, polaridade positiva, voltagem
30 kV e tempo de andlise de 20 minutos); espectrobmetro de massas (LC-MS/MS Waters
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Ultra Performance LC Acquity Quattro Micro API, lonizacao por eletrospray (ESI) e deteccao
Triplo Quadrupolo (TQ), coluna Acquity UPLC BEH C18 1,7 um com 2,1 mm x 50 mm);
pHmetro (Analyser pH300) com eletrodo de vidro para ajuste de pH das solugdes utilizadas
para manter o pH dos extratos; e geladeira com freezer (GE TMNF-E) para armazenagem
das amostras e dos extratos.

Os programas computacionais utilizados foram: Origin 7.0 para conversao dos
arquivos obtidos pelas diversas técnicas analiticas e o Pirouette 4.0 para os tratamentos

quimiométricos.
3.3. Procedimentos Experimentais

3.3.1. Extracao

As extragdes foram realizadas por imersdo das fontes de ACYS a 55 °C por 30
minutos sob termostatizacao numa proporcao 1:3 (m/V) massa de fonte de ACYS (g):volume
de solvente (mL). Essas condi¢des foram otimizadas em trabalhos anteriores do GPQUAE
(Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica e Educacao) (TERCI, 2004). Em alguns casos foi
necessaria a secagem dos extratos realizada sob fluxo de ar em capela 0,6 ms™ para
obtencéao de extratos secos de ACYS (FAVARO, 2008).

Todas as extracbes foram realizadas utilizando-se etanol 94 % como solvente extrator
com excegao do estudo do efeito de solventes extratores. Estudos anteriores mostraram que
extratos obtidos com etanol 94 % apresentaram maior estabilidade e também maior
quantidade de ACYS extraidas (FAVARO, 2008; SAMPAIO, 2008).

Para o estudo do efeito de solventes extratores de ACYS, os procedimentos de
extragdo foram realizados utilizando-se uva como fonte de ACYS e trés diferentes solventes:
agua potavel tratada, etanol 94% e etanol 94% acidificado com &cido acético 1%. Além disso,
foram realizadas variac6es nas condi¢cdes de extracdo como a utilizagdo do uso exclusivo
das cascas da uva; uso de fruta inteira e branqueamento nas condi¢gdes anteriores
(SAMPAIO, 2008).

Vale ressaltar que os solventes descritos foram escolhidos visando baixa toxicidade e
baixo custo para posterior aplicacdo desses extratos de ACYS em diferentes segmentos

industriais.
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3.3.2. Obtencao de Espectros Eletronicos de Absorcao

Os espectros eletrdnicos de absorcao dos extratos das fontes de ACYS estudadas
foram obtidos entre 200 e 800 nm para a maioria dos estudos realizados. Os extratos de uva
utilizados no estudo com diferentes solventes e condicdes de extracdo e os extratos de
jabuticaba, refugo, jamboldo e jussara utilizados no estudo de identificacdo de diferentes
fontes, foram obtidos entre 400 e 800 nm. Os extratos de flores e hortalicas para o estudo da
identificacéo das fontes de ACYS foram utilizados na forma bruta e na forma acidificada com
solucéo de pH 2,0 na proporgcédo 1,0 mL de extrato bruto para 2,0 mL de solug¢édo de pH 2,0.

Os solventes extratores foram utilizados como branco.

3.3.3. Obtencao de Espectros Eletronicos de Reflectancia difusa

de Flores e Hortalicas

Os espectros eletrdnicos de reflectancia difusa foram obtidos entre 190 e 820 nm com
acessorio Labsphere RSA-HP-84 acoplado ao espectrofotdmetro que possui orificio de saida
e entrada de luz com 5 mm de diametro. O dispositivo era posicionado diretamente sobre
cascas, folhas e pétalas das amostras estudadas e o espectro era obtido apds acionamento
do equipamento. A Figura 33 representa um esquema do procedimento de obtencédo dos

espectros eletrénicos de reflectancia difusa.

(a) (b) (c)

Figura 33. Esquema para medidas de reflectancia difusa: (a) amostra de berinjela, (b) acessério de
reflectancia e (c) orificio de saida e entrada de luz do dispositivo.

3.3.4. Obtencao de cromatogramas por HPLC de extratos de

frutas

Para os procedimentos por HPLC, inicialmente os extratos foram submetidos a fluxo
de ar em sistema de exaustdo da capela com fluxo de ar de 0,6 ms" & temperatura

ambiente por 24 horas.
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Em seguida, as pastas obtidas foram solubilizadas em uma mistura de metanol e
0,1 % HCI concentrado (v/v) para posterior injecao no cromatégrafo nas seguintes condicoes:
e Fase movel: agua deionizada:acetonitrila:acido férmico 81:9:10 v/v/v (LEE, 1992;
GOIFFON, 1999);
e Vazdo da fase mével: 1,0 mL min™ com eluigdo isocratica e em fase reversa;
e Volume de injecdo: 20 uL;
e Deteccao: 525 nm;

e Tempo de eluicdo: 40 minutos.

3.3.5. Obtencao de dados de MEKC com extratos de frutas

Inicialmente foram realizados testes utilizando a técnica de eletromigragdo em
capilares MEKC para obter as condicdes étimas de andlise para extratos de ACYS. Este
estudo foi realizado utilizando-se solugdo do padrao cianidina 3-rutinosideo e um teste inicial
foi realizado com extrato de jussara.

As variaveis avaliadas foram:

e Condicao da dissolucdo da amostra antes da injecao: em agua ou eletrdlito;

e Concentracdes de eletrdlitos em agua deionizada: borato de sodio e dodecil sulfato

de sbdio (SDS);

e Diametro do capilar: 75 ou 50 um;

e Temperatura da andlise: 20, 25 e 30 °C.

Posteriormente, os dados obtidos na condicao 6tima para todas as frutas estudadas

foram utilizados na identificacao de diferentes fontes de ACYS.

3.3.6. Obtencao de espectros de MS dos extratos de frutas

A Figura 34 mostra o organograma das etapas de preparagdo das amostras dos
extratos de frutas (jabuticaba, jamboldo, jussara e uva) a partir da extracdo até o
procedimento de diluicdo em solvente agua deionizada: acido formico 0,1 % (v/v) em agua
para posterior injecdo no equipamento UPLC-MS. Quando pertinente, os extratos foram
secos sob fluxo de ar do sistema de exaustdo da capela de 0,6 ms™' & temperatura ambiente

por 24 horas e purificados com cartucho C18 por extracao em fase sélida (SAMPAIO, 2008).
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Para obtencdo dos espectros de massas das amostras de frutas estudadas, os
extratos foram previamente filtrados em filtro com poro de 0,22 um. Utilizou-se eluicdo por
gradiente A (dgua:acido férmico 0,1 %) e B (acetonitrila: acido formico 0,1 %) com tempo de
eluicdo de 12 minutos. Gradiente inicial: 99 % de A e 1 % de B por 3 minutos; 80 % de A e
20 % de B de 4 a 8 minutos; 70 % de A e 30 % de B de 8 a 10 minutos; 95 % de A e 5 % de
B de 10 a 12 minutos. Condi¢cbes otimizadas em outro trabalho do GPQUAE (COELHO,
2011) foram aplicadas para obtengédo dos espectros: capilar 0,80 kV, cone 30 V, extrator 3 V,
temperatura da fonte 120 °C e temperatura de desolvatacédo 400 °C. Foi utilizado UPLC-MS,
Triplo Quadrupolo com ionizagao por eletrospray (ESI).

Os dados analiticos foram utilizados para avaliar as condicdes de extracao e preparo
das amostras estudadas e também obter modelos de classificagdo para identificacdo das

fontes estudadas.

[ Extracao }

Extratos Aquosos Extratos
(agua deionizada) Alcodlicos

}I[ e | ESiS

Solubilizagcao em
agua deionizada

Diluicao em
solvente

Diluicao em

Ressolubilizacao
e a solvente

m agua deionizad

- - ~ A
Diluicao em
solvente

Diluicao em
solvente

Purificacao
—

L2 T2
Diluicao em Diluicao em
solvente solvente

Figura 34. Organograma das etapas de preparacao das amostras para analises por UPLC-MS.

Purificacao
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3.3.7. Estudo do Perfil de Envelhecimento de extratos de ACYS
de jabuticaba a partir de espectros eletrénicos de absorcao

Para este estudo, foram monitoradas 60 amostras de extratos de jabuticaba obtidos
em etanol 94 % e utilizando-se somente as cascas como fonte de ACYS. Todos os extratos
foram armazenados em frascos de vidro ambar. Metade das amostras foi armazenada a
temperatura ambiente em armarios protegidos de luz ambiente a aproximadamente 25 °C e a
outra metade foi armazenada em refrigerador doméstico a aproximadamente 8 °C.

Os extratos armazenados a temperatura ambiente foram monitorados em média
durante 60 dias, pois posteriormente foi observada a perda da coloracdo avermelhada
caracteristica das ACYS, além da presenca de fungos. Os extratos armazenados sob
refrigeracao foram monitorados em média por 300 dias.

Os espectros eletronicos de absorcao foram obtidos de 200 a 850 nm.

3.3.8. Estudo do efeito de solventes para extratos de uva a
partir de espectros eletrénicos de absorcao

Uva foi a fruta utilizada no estudo do efeito de solventes extratores de ACYS, tendo
sido testados agua potavel tratada, etanol 94% e etanol 94% acidificado com acido
acético 1%. Também foram estudadas variacbes nas condicbes de extracdo como a
utilizacdo do uso exclusivo das cascas da uva; uso de fruta inteira e aplicacdao de
branqueamento (SAMPAIO, 2008).

Foram obtidos espectros eletrbnicos de absorcdo de 400 a 800 nm de todos os

extratos.

3.3.9. Processamento dos dados

Todos os dados experimentais foram obtidos em arquivos com formatos WSX e WAV.

Inicialmente os dados foram importados com o programa Origin 7.0 para montar as
matrizes dos dados.

Quando métodos espectrofotométricos foram utilizados, montava-se a matriz dos
dados espectrais (absorbancias) com as amostras alocadas em linhas e as variaveis

(comprimentos de onda) em colunas.
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Para os dados cromatograficos e eletroforéticos, a matriz era montada utilizando-se
dados das areas dos picos (UA para cromatogramas e mUA para eletroferogramas) com as
amostras alocadas em linhas e as variaveis (tempos de eluicdo e migragao de cada ponto do
cromatograma ou eletroferograma, respectivamente) em colunas.

Para os dados de espectros de massas a matriz era montada utilizando-se dados das
intensidades das alturas dos picos (em porcentagem) com as amostras alocadas em linhas e
as variaveis (razées massa/carga (m/z) dos compostos identificados) em colunas.

Na sequéncia, os dados eram transferidos para o programa Pirouette 4.0 para
tratamento quimiométrico. Os espectros eletrdnicos de absorcdo dos extratos foram
centrados na média com validacao cruzada e os espectros eletrénicos de reflectancia difusa
foram centrados na média e alisados com 5,0 pontos (flores) e 7,0 pontos (hortalicas)
diretamente no Pirouette como pré-processamento. Os cromatogramas € 0S
eletroferogramas foram autoescalados como pré-processamento. Para os espectros de
massas nao foram utilizados pré-processamentos.

O estudo de PCA e KNN visou identificar e classificar os extratos de acordo com as
diferentes fontes estudadas. Os modelos de classificacdo representam uma opc¢ao de
ferramenta para obtencao de dados para controle de qualidade e verificacao de autenticidade
dos extratos. Além disso, as ferramentas serviram para identificar solventes extratores de
ACYS e avaliar perfis de envelhecimento de extratos de ACYS, buscando viabilizar a
possibilidade de distincdo da idade dos extratos e detalhes relacionados com a condi¢ao de

armazenamento.

Os modelos de KNN obtidos com até dois vizinhos mais proximos sem erros de
classificacdo foram posteriormente utilizados para validacdo, usando um conjunto de
amostras externas, a fim de se obter o0 erro de previsdo. A quantidade de amostras utilizadas
para montar os conjuntos de treinamento e de validagdo externa, bem como o numero de
replicatas de cada medida vem descrita juntamente com a discussao de cada item na secao

correspondente, a fim de tornar a leitura mais dinamica.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

61



Favaro, Martha Maria Andreotti Tese de Doutorado

62



Favaro, Martha Maria Andreotti Tese de Doutorado

As espécies vegetais utilizadas como amostras sao distintas devido a composicao
diferenciada de ACYS individuais, além de diferentes concentracées de cada antocianina,
determinadas por diversas técnicas analiticas. (MITCHELL et al., 1998; DEGENHARDT et
al., 2000; OKUMURA et al., 2002; SANTOS et al., 2002; FAVARO, 2008; SAMPAIO, 2008;
TAMURA et al., 2010; TATSUZAWA et al., 2010).

A composicao distinta também pode ocorrer para exemplares de uma mesma espécie
devido a fatores como condi¢des de cultivo, tempo de plantio, exposi¢do a radiacdo UV e
método de colheita (FURLANI et al., 1978; SIRIWOHARN et al., 2004; SYVACY e SOKMEN,
2004; PORTO, 2006; SFALCIN, 2009; MENNELLA et al., 2010; MULABAGAL et al., 2010;
NUTRITIONAL INFORMATION, 2011).

Estes aspectos sdo relevantes para fundamentar a explicacdo da separacdo dos
diferentes grupos como resultados dos modelos de classificacao.

4.1. Identificacao das espécies estudadas como fonte de ACYS

4.1.1. Dados de espectros eletronicos de absorcao de extratos

aquosos de frutas

Para um conjunto de treinamento de 26 amostras de extratos aquosos de frutas e 401
variaveis (400 a 800 nm) foi realizado um estudo de PCA com os dados dos espectros
eletrénicos de absorcao obtidos. A Figura 35 apresenta o conjunto dos espectros utilizados
no estudo.

Um modelo de classificagdo foi obtido com cinco fatores que explicaram 99,99 % da
variancia total. A Figura 36 apresenta o grafico de escores de PC2 x PC1 onde pode ser
observada a tendéncia da formacao de seis grupos (A, B, C, D, E e F) que representam
respectivamente as amostras de extratos aquosos de jabuticaba, amora, amora preta,

jussara, jambolao e uva.
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Figura 35. Conjunto de espectros eletronicos de absor¢cao das amostras de

extratos aquosos de frutas.
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Figura 36. Gréficos de escores para PC1 x PC2 de extratos aquosos das frutas em estudo.
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O grafico de outliers mostrou a auséncia dos mesmos considerando uma distancia de
Mahalanobis menor que 9,5 e residuo de amostra menor que 0,005.

A Figura 37 mostra o grafico de loadings que indica a regido entre 500 e 550 nm,
regido de maxima absorcao das ACYS, como responsavel pela classificagdo das amostras

de extratos aquosos de frutas.

Fatores

400 500 600 700 800
Comprimento de Onda / (nm)

Figura 37. Gréfico de loadings para PC1 e PC2 de extratos aquosos das frutas em estudo.

Observando-se esse grafico de loadings da Figura 37, foi possivel notar que a regiao
entre 600 e 800 nm apresenta pouca influéncia na classificagdo das amostras sendo uma
informacgdo coerente para analise de extratos de ACYS, pois ndo corresponde a regiao de
maxima absorcdo das ACYS. Testes foram realizados buscando-se um modelo mais
representativo do conjunto de treinamento, utilizando apenas a regido entre 400 e 600 nm e
o resultado da classificacdo nao foi alterado. Portanto, optou-se por manter o uso dos dados
do espectro de 400 a 800 nm para obtencao do modelo e posterior validagcdo com amostras
externas, pois reduz a etapa de selecao de variaveis que, por sua vez, nao € trivial.

Outro estudo foi realizado extraindo-se as amostras de extratos aquosos de uva do
modelo para verificar a influéncia dessas amostras na separacao por PC1 entre o grupo das
amostras de uva e o grupo das demais amostras. O modelo obtido com o novo conjunto de
treinamento com 22 amostras mostrou-se inferior ao modelo anterior, pois requeria um

namero maior de componentes principais (7 PCs) para explicar a mesma variancia total.
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Entdo, a partir dos resultados obtidos com o conjunto de treinamento inicialmente
apresentado foi construido o modelo de classificacdo KNN para as amostras de extratos
aquosos das frutas. Posteriormente, foi avaliado um conjunto de 13 amostras externas para
validacao deste modelo.

Os resultados mostraram que com até dois vizinhos mais préximos o modelo nao
apresenta erros de classificacao, indicando ser robusto. Em seguida, foi analisado um
conjunto de 13 amostras externas, obtendo-se acerto em 85 % dessas amostras. Portanto, o
modelo de classificacdo obtido mostrou-se favoravel para a caracterizacdo de extratos
aquosos de ACYS obtidos de diferentes frutas, o que indicou a possibilidade de identificar a

fonte de um extrato de ACYS a partir de seu espectro eletrénico de absor¢ao.

4.1.2. Dados de espectros eletronicos de absorcao de extratos
alcodlicos de frutas

Para um conjunto de treinamento com 15 amostras de extratos alcodlicos obtidos em
etanol 94 % e 401 variaveis (400 a 800 nm) foi realizado um estudo de PCA com os dados
dos espectros eletrbnicos de absorcdo obtidos. A Figura 38 apresenta o conjunto dos
espectros utilizados no estudo e o modelo de classificacao obtido com trés fatores explica
99,46 % da variancia total.
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Figura 38. Conjunto de espectros eletrénicos de absorcdo das amostras
de extratos alcoolicos de frutas.
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No grafico de escores PC3 x PC1 (Figura 39) pode ser observada a tendéncia da
formacgado de quatro grupos (A, B, C e D) que representam respectivamente as amostras de
extratos alcodlicos de jussara, jamboldo, jabuticaba e refugo de jabuticaba (frutos nao

comercializaveis).

Além da separacao observada por PC1 dos grupos das diferentes espécies de frutas
estudadas, € possivel verificar a tendéncia por PC3 da distincdo da qualidade da fruta
(grupos C e D, respectivamente para jabuticaba e refugo).
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Figura 39. Grafico de escores para PC1 x PC3 de extratos alcodlicos das frutas em estudo.

A separacao dos grupos pode ser explicada pelo grafico de loadings do modelo obtido
(Figura 40), indicando que a regidao espectral relevante para separacdo em PC1 esta entre
400 e 450 nm e 500 e 600 nm sendo coerente, pois as frutas estudadas possuem diferentes
ACYS individuais em diferentes concentragdes, o que esta diretamente relacionado com as

absorcdes nesta regidao do espectro eletrénico.
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Em PC3 algumas faixas de comprimento de onda sao relevantes para indicar a
tendéncia de separagado da qualidade dos frutos de jabuticaba, como pode ser observado na
Figura 40. Uma hipdtese seria que esses comprimentos de onda especificos estejam
relacionados com a absorcdo de produtos de degradacdo eventualmente presentes nos
extratos de refugo extraidos junto com as ACYS, o que ndo aconteceria nos extratos de

jabuticaba, provavelmente menos afetado por processos de degradacao.
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Figura 40. Grafico de loadings para PC1 e PC3 de extratos alcodlicos das frutas em estudo.

Um modelo de classificacdo KNN foi construido e posteriormente foi avaliado um
conjunto de amostras externas para validacdo deste modelo. Os resultados mostraram que,
com até dois vizinhos, mais préximos o modelo ndo apresenta erros de classificacao,
indicando ser robusto.

Na validacdo deste modelo, com um conjunto de cinco amostras externas, obteve-se
acerto em 80 % das amostras. Portanto, o modelo de classificacdo obtido mostrou-se
adequado para a caracterizagdo de extratos alcodlicos de ACYS obtidos de diferentes frutas,
o que indicou a possibilidade de identificar a fonte de um extrato de ACYS a partir de seu

espectro eletrdnico de absorgéo.

68



Favaro, Martha Maria Andreotti Tese de Doutorado

4.1.3. Dados de espectros eletronicos de absorcao de extratos

alcoolicos de flores

Estudos de PCA foram realizados para um conjunto de treinamento de 37 amostras de
1,0 mL de extratos alcodlicos (etanol 94 %) de flores acidificados com 2,0 mL de solucao
pH 2,0 e 631 variaveis (190 a 820 nm) com todos os espectros eletrénicos de absorcédo das
amostras.

O conjunto dos espectros obtidos em solucdo de pH 2,0 esta apresentado na
Figura 41. Um modelo de classificacao foi obtido com seis fatores que explicaram 99,13 % da

variancia total.
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Figura 41. Conjunto de espectros eletrénicos de absorcao obtidos para as amostras de extratos
alcodlicos das flores estudadas.

Testou-se a construcdo de modelos com selecao de variaveis na regido do espectro
correspondente a regido de maxima absorcdo de ACYS, entre 400 e 600 nm, mas 0 novo
modelo ndo apresentou resultados diferentes para classificacdo das amostras de extratos
alcodlicos acidificados de flores. Portanto, optou-se por manter o modelo anterior para
continuidade dos estudos, pois apesar do ruido da regido do espectro abaixo de 400 nm, os

resultados de classificacdo nao foram alterados.
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Figura 42. Gréfico de escores para PC2 x PC4 de extratos alcodlicos em pH 2,0
das amostras de flores.

No gréfico de escores PC2 x PC4 do modelo de PCA com seis fatores (Figura 42)
puderam ser observados seis grupos (A a F). Os grupos representam, respectivamente, as
amostras de extratos alcodlicos acidificados de beijo turco (Impatiens walleriana), hibisco
(Hibiscus sinensis), hibisco (Hibiscus syriacus), geranio (Pelargonium hortorum), horténsia
(Hydrangea macrophylla) e geranio (Pelargonium peltatum L.).

A Figura 43 mostra o grafico de loadings obtido para o modelo PCA do estudo das
amostras de extratos alcodlicos acidificados de flores. A separagdo obtida em PC2 pode
estar relacionada com diferentes concentragdes de ACYS nas amostras, pois a regiao entre
500 e 550 nm relaciona-se com esta informacdo. Nao foi possivel encontrar dados sobre a
composi¢cdo dos extratos dessas flores nem realizar a caracterizagdo experimental para
justificar a separagao das classes. Entretanto foi possivel observar que a coloragao era
visivelmente diferente assim como a textura das pétalas, o que pode indicar relacdo com os
fatores relevantes para a separacao das classes.
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Figura 43. Gréfico de loadings para PC2 e PC4 de extratos alcodlicos das flores em estudo.

Com esses resultados foi construido o0 modelo de classificagdo KNN para as amostras
de flores e posteriormente avaliado um conjunto de 16 amostras externas para validacao do
modelo. Os resultados mostraram que com até dois vizinhos mais proximos o modelo nao
apresenta erros de classificacdo, indicando ser robusto. Posteriormente, foi analisado um

conjunto de 16 amostras externas, obtendo-se acerto em 69 % dessas amostras.

4.1.4. Dados de espectros eletronicos de absorcao de extratos

alcodlicos de hortalicas

Estudos de PCA foram realizados para um conjunto de treinamento de 29 amostras de
extratos alcoodlicos de hortalicas obtidos em etanol 94 % e 471 variaveis (350 a 820 nm) com

todos os espectros eletronicos de absor¢do das amostras.
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A Figura 44 mostra os espectros de absorgao tipicos de extratos alcodlicos brutos e
acidificados com solucdo de pH2,0 de hortalicas e pode-se observar uma diferenca
significativa no perfil do espectro eletrénico de absor¢do dos extratos brutos e acidificados.
Isto, pode ser explicado devido a mudangas nas estruturas das ACYS com variacao do pH
da solugao (Figura 4) visto que, em meio acido, prevalece o cation flavilico sendo esta a
estrutura mais estavel das ACYS. Optou-se pelo uso de solucao de extratos de ACYS em
pH 2,0 pois, nessa condicao, a coloracdo da espécie predominante é intensa e favorece a

manipulacdo de solu¢des mais diluidas.
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Figura 44. Espectros eletronicos de absorgéao tipicos obtidos para as amostras de extratos de
hortalicas nas duas condi¢des estudadas.

O conjunto dos espectros obtidos esta apresentado na Figura 45 para as duas
condigbes estudadas (a) extrato alcodlico bruto e (b) extrato alcodlico em solugao de pH 2,0.
Os estudos de PCA resultaram num modelo de classificagdo com cinco fatores que
explicaram 99,62 % da variancia total.

No grafico de escores PC1 x PC4 do modelo de PCA com cinco fatores para
visualizacao das diferentes fontes de ACYS (Figura 46) podem ser observados nove grupos
(Aal).
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Os grupos A, B, C, D e E, representam, respectivamente, as amostras de extratos
alcodlicos brutos de rabanete, cebola roxa, repolho roxo, alface roxa e berinjela. Enquanto os
grupos F, G, H e | representam as amostras de extratos alcodlicos diluidos em solugéo de
pH 2,0 de rabanete, cebola roxa, repolho roxo e berinjela.
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Figura 45. Conjunto de espectros eletronicos de absorgao das amostras de extratos alcodlicos
brutos (a) e acidificados (b) de hortalicas.
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Figura 46. Grafico de escores para PC1 x PC4 de extratos alcodlicos brutos e acidificados das

amostras de hortalicas estudadas.

A Figura 47 mostra o grafico de escores PC1 x PC4 do modelo de PCA com cinco

fatores para visualizacdo das condicdes de diluicAo do extrato. Pode-se observar a tendéncia

de formacéao de dois grupos (A e B) separados pela PC1. O grupo A representa as amostras

de extratos alcodlicos brutos das hortalicas e o grupo B representa as amostras de extratos

alcodlicos diluidos em solugéo de pH 2,0.
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Figura 47. Grafico de escores para PC1 x PC4 de extratos alcodlicos das amostras de hortalicas com

separacao das condi¢des de diluicdo dos extratos.

A Figura 48 mostra o grafico de loadings do modelo de PCA para as amostras de

extratos alcodlicos brutos e acidificados de hortalicas. As regides do espectro relevantes para

a separacao de grupos em PC4 estdo entre 350 e 400 nm e 500 e 550 nm, esta ultima

relacionada ao Amax.de ACYS, regido de absorcao da forma mais estavel tipica das solucdes

com coloragdo vermelha. Em PC1, a regido de maior relevancia para a classificacdo das

amostras nos grupos de extratos brutos e acidificados esta localizada entre 350 e 450 nm, o

que indica a potencialidade de métodos quimiométricos na deteccao de regides espectrais

importantes, porém sem relacdo direta com os compostos estudados, 0 que causa

estranheza.
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Figura 48. Grafico de loadings para PC1 e PC4 de extratos das hortalicas em estudo.

O modelo de classificacdo obtido mostrou-se robusto, com duas classificacoes
simultaneas. A primeira classificagdo separou as amostras de acordo com a fonte de ACYS.
Outra classificagao permitiu distinguir as condi¢des iniciais dos extratos: extratos alcodlicos
brutos ou extratos alcodlicos acidificados em pH 2,0.

O modelo de classificacdo KNN nao apresentou erros de classificacdo com até dois
vizinhos mais préximos e, entdo, foi validado com um conjunto de oito amostras externas
tendo sido obtido 88 % de acerto nas amostras de exiratos de hortalicas, o que pode

confirmar a robustez do modelo com duas classificagdes simultaneas.

4.1.5. Dados de espectros eletronicos de reflectancia difusa de flores

Um conjunto de treinamento de 35 amostras de flores e 316 variaveis (cinco ou seis
replicatas) foi analisado utilizando-se a ferramenta de PCA com todos os espectros
eletrénicos de reflectancia difusa (Figura 49) obtidos diretamente das pétalas das amostras.
Um modelo de classificacdo com oito fatores foi obtido, explicando 91,26 % da variancia

total.
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Figura 49. Espectros eletrénicos de reflectancia difusa das amostras de flores.

No grafico de escores PC1 x PC2 do modelo de PCA com oito fatores (Figura 50)
podem ser observados sete grupos (de A a G) que representam respectivamente as
amostras de horténsia azul, horténsia rosa, hibisco vinho, geranio vermelho, beijo turco rosa,
geranio laranja e beijo turco laranja claro. Além da separacdo das espécies, também foi
possivel obter a separacdo das flores de mesma espécie com diferentes coloracdes. Isso
pode ser observado no caso das flores da espécie Impatiens walleriana (beijo turco) que

possuem cores variadas, porém muitas vezes parecidas visualmente.
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Figura 50. Grafico de escores para PC1 x PC2 dos espectros eletronicos de reflectancia difusa das
amostras de flores estudadas.

A Figura 51 mostra o grafico de loadings, no qual se nota que tanto em PC1 como em
PC2 a regido entre 450 e 650 nm é relevante na classificacdo das amostras que pode estar
relacionada com a presenca de diferentes ACYS em concentracdes diferentes. Porém para
confirmar essa hip6tese sdo necessarias informagcdes de caracterizacdo dos extratos que
ainda nao foi possivel obter neste trabalho. Além disso, PC2 indica outra regido do espectro
(entre 600 e 650 nm) com informacgdes relevantes para separacédo dos grupos das amostras
de extratos de flores. Isto pode estar relacionado com a presenca de clorofila no extrato, pois
0 que se costuma chamar de flores, no caso das horténsias, na verdade, sdo folhas

modificadas.
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Figura 51. Grafico de loadings para PC1 e PC2 dos espectros eletronicos de reflectancia difusa das

amostras de flores estudadas.

O gréfico de loadings obtido (Figura 51) indica que a regido do espectro em 500 nm
contribuiu amplamente para as separagdes obtidas pelas PC2 e PC1 (Figura 50), o que é
coerente com 0 Amax de ACYS. A separacado desses grupos pode ser explicada, pois cada
amostra possui composigao distinta de ACYS individuais, além de diferentes concentragoes
de cada ACYS (MENNELLA et al., 2010). Posteriormente, para avaliar e validar o modelo
obtido foi aplicado o método de reconhecimento de padrées, KNN, em um conjunto de seis
amostras externas, obtendo-se acerto em 83,33 % das amostras. Isto indicou a relevancia da
aplicagédo de ferramentas quimiométricas em dados de espectros eletrénicos de reflectancia

difusa para identificacao de flores contendo ACYS.

4.1.6. Dados de espectros eletronicos de reflectancia difusa de

hortalicas

Inicialmente, foram realizados estudos de PCA para um conjunto de treinamento de 24
amostras e 316 variaveis (5 ou 6 replicatas de cada amostra) de hortalicas com todos os
espectros eletrénicos de reflectancia difusa (Figura 52) obtidos diretamente das superficies
coloridas das amostras (cascas de rabanete, berinjela e cebola roxa e folhas de alface roxa e
repolho roxo). A Figura 53 mostra o grafico de escores obtidos para PC2 x PC3, no qual
podem ser observados cinco grupos bem distintos (A, B, C, D e E), que representaram

respectivamente as amostras de berinjela, alface roxa, cebola roxa, rabanete e repolho roxo.
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Figura 52. Espectros eletrénicos de reflectancia difusa obtidos para as amostras de hortaligas em

estudo.
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Figura 53. Grafico de escores para PC2 x PC3 dos espectros eletronicos de reflectancia difusa das

amostras de hortalicas estudadas.
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Buscou-se construir um modelo KNN para posterior validacdo com amostras externas,
mas nao foi possivel ajustar um modelo que representasse todo o conjunto de dados sem
erros de classificacdo. Assim, ndo foi possivel validar amostras externas para este conjunto
de dados e por isso foram realizados novos estudos de PCA com reducdo do conjunto de

amostras de treinamento, com os resultados apresentados na sequéncia.

Com um novo conjunto de treinamento de 11 amostras e 316 variaveis, um modelo de
classificacdo com cinco fatores que explicam 95,05 % da variancia total foi obtido. No grafico
de escores PC1 x PC2 desse modelo de PCA (Figura 54) podem ser observados trés grupos
(A, B e C) que representam respectivamente as amostras de rabanete, berinjela e cebola
roxa. A partir deste modelo foi construido um modelo KNN e posteriormente foram avaliadas
cinco amostras externas sem erros de classificacdo do modelo. Porém os modelos PCA e
KNN obtidos envolveram um conjunto de treinamento muito reduzido, que nao permitiu obter
um modelo robusto de identificacdo de amostras de hortalicas a partir de seus espectros

eletronicos de reflectancia difusa.
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Figura 54. Grafico de escores para PC1 x PC2 dos espectros eletronicos de reflectancia difusa das
amostras de rabanete, berinjela e cebola roxa.
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Pode-se associar a falta de ajuste dos modelos incluindo todas as espécies vegetais a
dificuldades inerentes a obtencao de espectros eletrénicos de reflectancia difusa diretamente
das amostras dessas espécies, visto que a matriz problema incluiu hortalicas carnudas e
folhosas. Além disso, aspectos como irregularidade na superficie e dispersédo de ACYS
podem introduzir variacdes nos dados que nao sdo modelaveis satisfatoriamente ou que
requerem um conjunto maior de dados para modelagem adequada. Considerando as
vantagens da técnica de reflectancia, € recomendavel expandir o conjunto de treinamento
para modelagem, incluindo ajustes de condicbes para melhorar a qualidade dos espectros
eletrénicos de reflectancia difusa das amostras dessas espécies, e tentar estabelecer um
modelo de classificacao.

4.1.7. Dados de cromatogramas de extratos de frutas obtidos por
HPLC

Para um conjunto de treinamento de 30 amostras e 4679 varidveis, foram realizados

estudo de PCA com todos os cromatogramas obtidos com detec¢cdo em 525 nm (Figura 55).
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Figura 55. Conjunto de cromatogramas obtidos para as amostras de frutas em estudo.

Foi possivel obter um modelo de classificacdo com quatro fatores que explicaram
97,72 % da variancia total.
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No grafico de escores PC2 x PC5 (Figura 56), podem ser observados seis grupos (A,
B, C, D, E e F) que representam respectivamente as amostras de jussara, morango,
jabuticaba, refugo de jabuticaba (frutos ndo comercializaveis), amora e amora preta. Além da
separagao em grupos das diferentes espécies estudadas como fontes de ACYS por PC2, foi
possivel distinguir a qualidade da fruta (grupos C e D, respectivamente para jabuticaba e
refugo) por PC5. Esta separacado pode ser entendida pelas contribuicées diferenciadas da
composicao distinta do extrato de cada fruta em termos de ACYS individuais
(SAMPAIOQ, 2008).
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Figura 56. Grafico de escores para PC2 x PC5 de extratos das frutas em estudo.

A Figura 57 mostra o grafico de loadings em que pode ser observada a contribuicdo
do tempo de retengdo caracteristico da cianidina 3-glicosideo (aproximadamente
11 minutos), antocianina majoritaria na maioria das amostras estudadas, como responsavel

pela separacdo das amostras em PCS5.

83



Favaro, Martha Maria Andreotti Tese de Doutorado

_0’10 N 1 N 1 N 1 N 1 N
0 10 20 30 40 50

Tempo de Retencao / (min)
Figura 57. Grafico de loadings para PC2 e PC5 de extratos das frutas em estudo.

Para criagdo de um modelo de classificacdo para as amostras, foi aplicado o método
de reconhecimento de padrdées KNN. Os resultados mostraram que com até quatro vizinhos
mais proximos o modelo ndo apresenta erros de classificacdo, indicando sua robustez.
Posteriormente, foi analisado um conjunto de 10 amostras externas para validagdo do
modelo, obtendo-se acerto em 90 % das amostras. Portanto, este modelo de classificacdo
pode ser considerado adequado para a identificacdo de fontes de ACYS a partir dos

cromatogramas (deteccdo em 525 nm) de seus extratos alcodlicos e HPLC.

4.1.8. Dados de eletroferogramas de extratos de frutas obtidos por
MEKC

Para andlise por CE foram testados diferentes eletrdlitos, condi¢cdes de diluicdo das
amostras e dos eletrdlitos em questdo, diametro do capilar com comprimento efetivo de

56 cm, temperatura de andlise. Para as andlises foi aplicada uma voltagem de 30 kV.
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Os melhores resultados foram obtidos nas seguintes condicdes:

Condicao da dissolugcado da amostra antes da injecdo: em eletrdlito;

Concentragdes de eletrélitos em agua deionizada: borato de sédio (30 mmol L) e
SDS (100 mmol L™);

Diametro do capilar: 50 um;

Temperatura da andlise: 20 °C.

As condigcbes escolhidas para continuidade do trabalho levaram em consideracédo a
migracao das ACYS, visto que em outras condi¢des testadas ndo foram observados picos
referentes a esses compostos no eletroferograma. A Figura 58 apresenta o eletroferograma
obtido nas melhores condicbes para uma amostra de extrato bruto de jussara diluido

(100 mmol L") em eletrdlito para inje¢do no equipamento.
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Figura 58. Eletroferograma para amostra de extrato bruto de jussara.

A Figura 59 apresenta o conjunto dos eletroferogramas obtidos para as amostras de
extratos de frutas em eletrdlito. Foram realizados estudos de PCA com os dados obtidos com
um conjunto de treinamento de 37 amostras e 2995 variaveis (tempos de migrag¢ao), tendo

sido obtido um modelo com oito fatores que explicaram 91,65 % da variancia total.
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Figura 59. Conjunto de eletroferogramas das amostras de extratos de frutas estudadas.

No grafico de escores PC1 x PC4 (Figura 60) pode ser observada a tendéncia da
formacao de quatro grupos (A, B, C e D) que representam respectivamente as amostras de
extratos de jambol&o, jabuticaba, uva e jussara.

A separacao dos grupos pode ser explicada pelo grafico de loadings do modelo obtido
(Figura 61), indicando que a regido do eletroferograma relevante para separacao obtida tanto
em PC quanto em PC4 (aproximadamente 8,5 minutos) esta relacionada com a presenca de
cianidina 3-glicosideo, que é a antocianina majoritaria na maioria das frutas estudadas. Isto
foi confirmado com a adicdo de padrao numa amostra de extrato de jussara em conjunto com
estudos anteriores do GPQUAE (BRITO, 2007; SHIMAMOTO e ROSSI, 2009) que
identificaram as ACYS presentes em extratos de jussara.
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Figura 60. Grafico de escores para PC1 x PC4 de extratos de jambolao, jabuticaba, uva e jussara.
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Figura 61. Grafico de loadings para PC1 e PC4 de extratos das frutas em estudo.
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Um modelo de classificacdo KNN foi construido e posteriormente foi avaliado um
conjunto de sete amostras externas para validagdo deste modelo. Os resultados mostraram
que, com até dois vizinhos, mais proximos o modelo ndo apresenta erros de classificagcao,
indicando ser robusto.

Na validagado deste modelo, com um conjunto de sete amostras externas, obteve-se
acerto em 86 % das amostras. Portanto, o modelo de classificacdo obtido mostrou-se
adequado para a caracterizacdo de extratos de ACYS obtidos de diferentes frutas, o que
indicou a possibilidade de identificar a fonte de um extrato de ACYS a partir de seu

eletroferograma obtido por MEKC.

4.1.9. Dados de espectros de extratos de frutas obtidos por MS

Foram realizados estudos de PCA para um conjunto de treinamento de 122 amostras
e 1908 variaveis, com todos os espectros de massas obtidos das amostras de extratos de
frutas. Diante da dificuldade de visualizacdo dos espectros sobrepostos em conjuntos,
apresentam-se separadamente alguns espectros de massas obtidos para ilustrar os dados
utilizados para os estudos de PCA (Figuras 62, 63, 64).
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Figura 62. Parte do conjunto de espectros de massas obtidos para as amostras de extratos de frutas
em estudo.
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Figura 63. Parte do conjunto de espectros de massas obtidos para as amostras de extratos de frutas

purificados e sem purificagao.
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Figura 64. Parte do conjunto de espectros de massas obtidos para as amostras de extratos de frutas

obtidos em agua e em etanol 94 %.
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O tratamento quimiométrico destes dados para identificagdo de fontes de ACYS,
condigbes de purificagdo dos extratos e solventes extratores, surpreendentemente n&o
resultou em modelos de classificacdo. As Figuras 65, 66, 67 mostram os graficos de escores

obtidos sem indicativo de separacédo dos grupos analisados.
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Figura 65. Grafico de escores para PC1 x PC2 de extratos das frutas em estudo para identificacao
das fontes de ACYS.
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Figura 66. Grafico de escores para PC1 x PC2 de extratos das frutas em estudo para avaliacao da

purificacdo dos extratos.
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Figura 67. Grafico de escores para PC1 x PC2 de extratos das frutas em estudo para avaliar os

solventes extratores.
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Estes resultados do tratamento quimiométrico de dados obtidos por MS dos extratos
de ACYS, nao indicaram potencialidade da técnica para identificacdo de fontes de ACYS
nem obtencdo de informacdes relacionadas com condicbes de obtencédo e purificacdo dos

extratos.

4.2. Estudo do perfil de envelhecimento de extratos de ACYS de
jabuticaba a partir de espectros eletrénicos de absorcao

Para o conjunto de treinamento com 46 amostras de extratos de jabuticaba, foram
realizados estudos de PCA com todo espectro de absorcédo obtido, ou seja, 651 variaveis
(200 a 850 nm), tendo sido criado um modelo de classificacdo com cinco fatores e variancia
total de 99,49 %. As varidveis com maior poder de modelagem estdo entre 400 e 700 nm
(Figura 68). Entédo foi possivel reduzir as variaveis e obter um modelo de classificagdo com
quatro fatores e varidncia total de 99,57 %. Portanto, a reducdo de variaveis favoreceu a
modelagem.
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Figura 68. Conjunto de espectros eletrénicos para as amostras de extratos de jabuticaba.
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A Figura 69 apresenta o grafico de escores de PC1 x PC2 do modelo PCA com quatro
fatores, onde podem ser observados quatro grupos (A, B, C e D). Os grupos A e B
representam extratos armazenados até cinco meses (mantidos a temperatura ambiente) e
oito meses (sob refrigeracdo), respectivamente. Ja os grupos C e D representam extratos
armazenados de seis a onze meses (temperatura ambiente) e de nove a onze meses (sob
refrigeragéo). Portanto, o modelo permitiu distinguir o tipo de armazenamento utilizado para
os extratos de ACYS.
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Figura 69. Grafico de escores para PC1 x PC2 de extratos de jabuticaba em estudo.

A Figura 70 mostra o grafico de loadings do modelo obtido em que novamente a
regido entre 500 e 550 nm, relacionada ao Amax de ACYS, possui maior relevancia na
classificacdo do perfil de envelhecimento das amostras. Isto é coerente ja que com o
envelhecimento, a tendéncia de comportamento € a diminuicdo da concentracdo de ACYS,

indicada pelo valor de absorbéncia nessa faixa de comprimento de onda.
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Figura 70. Grafico de loadings para PC1 e PC2 de extratos de jabuticaba.

Posteriormente, para avaliar e validar o modelo obtido foi aplicado o método de
reconhecimento de padrées, KNN, em um conjunto de 14 amostras externas, obtendo-se
acerto em 81,25 % das amostras. Isto indicou a relevancia da aplicacdo de ferramentas
quimiométricas em dados de espectros eletronicos para identificacdo dos extratos de ACYS

em termos de degradacdo e armazenamento.

4.3. Estudo do efeito de solventes para extratos de uva a partir de

espectros eletronicos de absorcao
No modelo de PCA com 36 amostras de extratos de uva e 401 variaveis (Figura 71) e
cinco fatores, obteve-se explicagdo de 99,79 % da variancia total. O grafico de outliers ndo

indicou a presenca dos mesmos considerando distdncia de Mahalanobis menor que 16 e

residuo de amostra menor que 0,05.
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Figura 71. Conjunto de espectros eletronicos obtidos para os extratos de uva.

O gréfico de escores PC1 x PC2 (Figura 72) indica trés grupos distintos (A, B e C). Em
PC1, nota-se a separacao entre extratos obtidos com solvente aquoso (Grupo A) e etandlico
(Grupos B e C). Além disso, a partir de PC2 é possivel notar a separacao dos extratos em
funcdo da acidez: o grupo B traz extratos obtidos com etanol 94 % e no grupo C estédo
extratos obtidos com etanol acidificado.

A acidez e a polaridade de solventes extratores tém efeito direto na quantidade de
ACYS extraidas e estudos anteriores (FAVARO, 2008; SAMPAIO, 2008) mostraram que
solventes alcodlicos fornecem maior quantidade de ACYS quando comparados a solventes
aquosos. A Figura 71 também indicou que as variacbes de outras condicbes de extracado
formaram grupos de classificagédo distinta, indicando pouca contribuicdo desses fatores para
a caracterizacao de extratos de ACYS. A Figura 73 mostra o grafico de loadings em que é
observada a regido entre 500 e 550 nm, Amax da ACYS, como maior responsavel pela
separacdo das amostras de extratos de uva, o que € coerente ja que estdo envolvidas
variacdes de concentracdo de ACYS nos diferentes solventes.
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Figura 72. Graficos de escores para PC1 x PC2 de extratos de uva.

0,1} ——PC1
——PC2
3 0,0 ~/
S
o)
el
®©
LL
0,1}
_0’2 N 1 N 1 N 1 N
400 500 600 700 800

Comprimento de Onda / (nm)
Figura 73. Grafico de loadings para PC1 e PC2 de extratos de uva.
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Posteriormente, foi aplicado o método KNN para criagio de um modelo de
classificacdo para as amostras do conjunto de treinamento. O modelo foi validado com um
conjunto de oito amostras externas, obtendo-se acerto em 75 % das amostras.

O modelo de classificacdo obtido mostrou-se adequado para identificar as condigbes
de extracdo de ACYS a partir dos espectros de absorcao dos extratos na regido do visivel.
Os resultados sao coerentes com resultados de monitoramentos laboriosos e longos
(SAMPAIO, 2008), indicando a adequacdao do modelo para classificagdo de extratos de

acordo com o solvente extrator utilizado durante o processamento das amostras.
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CAPITULO 5

CONCLUSOES
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Os dados obtidos com técnicas espectrofotométricas e cromatograficas aplicadas
aos extratos de ACYS a partir de diferentes amostras e condicées de analise, tratados
com os métodos quimiomeétricos possibilitaram obter informacdes relevantes a respeito da
identificacdo das fontes de ACYS, idade, estabilidade e tipo de armazenamento dos
extratos, além dos solventes utilizados no processo de extracao.

Para identificagdo das espécies das fontes de ACYS, foram construidos modelos de
classificacdo utilizando-se espectros eletronicos de absorcdo de extratos aquosos e
alcodlicos de frutas, explicando uma variancia total de 99,99 % e 99,46 %,
respectivamente. Ambos os modelos apresentaram acerto de cerca de 80 % na validagao
com amostras externas. Também foram obtidos modelos de classificacdo de fontes a
partir de dados de amostras de extratos alcodlicos de hortalicas e flores, com variancia
total de 99,62 % e 99,13 % para hortalicas e flores, respectivamente. Para as amostras de
hortaligas o modelo apresentou cerca de 90 % de acertos das amostras externas
enquanto para as amostras de flores 0 modelo apresentou cerca de 70 % de acertos das

amostras externas.

Destaca-se a relevancia dos dados obtidos com dados da técnica de reflectancia
difusa na regiao do visivel, para estudos das fontes de ACYS. As caracteristicas
favoraveis desta técnica como medidas simples, rapidas e sem necessidade de
preparacao da amostra sdao destacadas, pois os espectros eletrdnicos de reflectancia
difusa podem ser obtidos diretamente das cascas, folhas e pétalas das fontes de ACYS e
trazem dados pertinentes para resultar nas informacdes detalhadas das amostras, sem
etapa de preparo prévio. Para as amostras de flores foi possivel identificar além das
espécies de flores estudadas, a coloracdo de flores de uma mesma espécie nao
facilmente distintas com observacao visual. O modelo obtido com oito fatores apresentou
91,26 % de variancia total na explicacdo das amostras e 83,33 % de acertos na

classificacao de amostras externas.
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Para as amostras de hortalicas ainda nao foi possivel chegar a um modelo de
classificacdo robusto com o conjunto inicial disponivel para treinamento, provavelmente
devido a caracteristicas visuais das matrizes com constituicdes fisicas superficiais
consideravelmente distintas, entre as hortalicas carnudas e foliaceas estudadas. A
tendéncia de separacao das amostras observada € indicativo da potencialidade da técnica
para esses fins, sendo recomendavel prosseguir estudos para explora-la adequadamente.

Foi possivel obter um modelo de classificacdo para identificacdo de amostras de
extratos de frutas utilizando MEKC com variancia total 91,65 % e 86 % de acerto na
validagdo de amostras externas. Os resultados demonstraram que a técnica de
eletroforese capilar MEKC pode ser promissora na obtencdo de modelos de classificacdo
de extratos de frutas de ACYS.

A partir de dados obtidos por MS de extratos de frutas com posterior tratamento
quimiométrico surpreendentemente nao foi possivel obter modelos de classificacdo para
identificar fontes de ACYS, nem solventes extratores e nem condi¢des de purificagdo dos

extratos.

Os modelos de classificacdo KNN obtidos, a partir de suas caracteristicas,
mostraram-se ferramentas de grande potencial para controle da qualidade dos extratos em
processos industriais. Além disso, os modelos introduzem a possibilidade de verificar a
autenticidade de produtos comercializados com a identificagcdo da procedéncia de extratos
de ACYS. Os resultados apontam a adequacao do uso das técnicas analiticas simples
como espectrofotometria em conjunto com ferramentas quimiométricas para controle de
qualidade e autenticidade de extratos de ACYS, visto que os resultados sdo comparaveis
aqueles obtidos com técnicas analiticas sofisticadas e caras como HPLC e MEKC e
superam o potencial de obter as informacdes estudadas por MS.
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CAPITULO 6

TRATAMENTO DE RESIDUOS
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Todos os residuos gerados durante os trabalhos experimentais foram descartados
e/ou tratados corretamente de acordo com as normas da Comissao de seguranga do 1Q-
UNICAMP.

As solucbes acidas ou alcalinas sem ions toxicos foram descartadas na pia apds

neutralizacao.

Metanol foi armazenado em frascos adequados e encaminhado a Comissao de

Seguranga do IQ-UNICAMP para envia-lo posteriormente para incineracao.

Acetonitrila foi armazenada em recipientes adequados e encaminhada para tratamento
pela Comissdo de Seguranca do IQ-UNICAMP, seguindo-se as recomendacdes descritas

nas seguintes referéncias:

v" Prudent Pratices for Disposal of Chemicals from Laboratories, Committee of
Hazardous Substances in the Laboratory, Washington D.C., National Academy
Press, 1983.

v" Toxic and Hazardous Industrial Chemicals Safety Manual, Japan, International

Technical Information Institute, 1982.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS
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Tendo em vista as perspectivas de aplicacdo industrial de extratos de ACYS como
corantes, planeja-se elaborar propostas para protocolos de andlise de extratos e fontes de

ACYS, utilizando métodos quimiométricos simples e de facil aplicacao.

Considerando-se os resultados favoraveis da aplicacdo de quimiometria aos dados de
reflectancia difusa no visivel, com medidas simples, rapidas e de baixo custo sem
necessidade de preparo de amostras contendo ACYS, vislumbra-se a potencialidade de
expandir o conjunto de espécies e condicbes de obtencdo de dados para explorar novas

fontes de ACYS e o levantamento de outras informagdes a partir desses dados.

Outra vertente de trabalhos que podem surgir a partir dos resultados positivos deste
trabalho envolve a intensificacdo da prospeccao e estudo de novas fontes de ACYS a partir
do tratamento remoto de dados de reflectancia digitalizados, para expandir o acesso as

analises em campo e regides distantes, com biodiversidade disponivel para estudos.
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ANEXO I: Conjunto dos dados obtidos de cromatogramas das amostras de
extratos de frutas
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Figura L.a. Conjunto de cinco cromatogramas de extratos de amora preta obtidos de acordo

com descricdo da pagina 56.
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Figura Lb. Conjunto de cinco cromatogramas de extratos de jabuticaba obtidos de acordo

com descricdo da pagina 56.
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Figura l.c. Conjunto de cinco cromatogramas de extratos de refugo obtidos de acordo com

descricdo da pagina 56.
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Figura l.d. Conjunto de cinco cromatogramas de extratos de amora obtidos de acordo com

descricdo da pagina 56.
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Figura lL.e. Conjunto de cinco cromatogramas de extratos de jussara obtidos de acordo com

descricdo da pagina 56.
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Figura Lf. Conjunto de oito cromatogramas de extratos de morango obtidos de acordo com

descricdo da pagina 56.
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ANEXO II: Conjunto dos dados obtidos de eletroferogramas das amostras de
extratos de frutas
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Figura ll.a. Conjunto de seis eletroferogramas de extratos de jabuticaba obtidos de acordo

com descri¢cao da pagina 57.
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Figura Il.b. Conjunto de seis eletroferogramas de extratos de jamboldo obtidos de acordo

com descri¢cao da pagina 57.
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Figura ll.c. Conjunto de seis eletroferogramas de extratos de jussara obtidos de acordo com

descricdo da pagina 57.
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Figura Il.d. Conjunto de seis eletroferogramas de extratos de uva obtidos de acordo com

descricdo da pagina 57.
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ANEXO IlI: Conjunto dos dados obtidos de espectros de massas das amostras

de extratos de frutas
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Figura lll.a. Conjunto de 29 espectros de massas de extratos de jabuticaba obtidos de

acordo com descrigdo da pagina 57.
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Figura lll.b. Conjunto de 32 espectros de massas de extratos de jamboléo obtidos de acordo

com descri¢cao da pagina 57.
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Figura lll.c. Conjunto de 32 espectros de massas de extratos de jussara obtidos de acordo

com descrigdo da pagina 57.
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Figura lll.d. Conjunto de 29 espectros de massas de extratos de uva obtidos de acordo com

descricdo da pagina 57.
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ANEXO IV: Conjunto dos espectros de massas das amostras de extratos de
frutas purificados e nao purificados
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Figura IV.a. Conjunto de 63 espectros de massas de extratos purificados das frutas em

estudo obtidos de acordo com descrigdo da pagina 57.
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Figura IV.b. Conjunto de 59 espectros de massas de extratos ndo purificados das frutas em

estudo obtidos de acordo com descrigdo da pagina 57.
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ANEXO V: Conjunto dos espectros de massas das amostras de extratos
aquosos e alcoolicos (etanol 94 %) de frutas

600 - —— Extratos Aquosos

A

o

o
I

400
300

200 |

Intensidade / (%)

100

200 300 400 500 600
m/z

Figura V.a. Conjunto de 64 espectros de massas de extratos aquosos das frutas em estudo

obtidos de acordo com descri¢cao da pagina 57.
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Figura V.b. Conjunto de 58 espectros de massas de extratos alcoodlicos (etanol 94 %) das

frutas em estudo obtidos de acordo com descrigdo da pagina 57.
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