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Desenvolvimento de modelos PLS para a determinacao da
atividade antioxidante de prdpolis utilizando NIR

Development of PLS models for propolis antioxidant
determination using NIR

RESUMO

A propolis é uma mistura complexa de resinas vegetais coletadas pelas abelhas a partir de
troncos e secregOes de arvores. Possui diversas aplicagdes na colmeia e varias propriedades
benéficas ao organismo humano. Dentre as atividades bioldgicas que a propolis apresenta,
destaca-se a atividade antioxidante, que usualmente é conferida pela classe dos compostos
fendlicos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método para a determinacgdo de
compostos fendlicos totais de forma rapida, segura e com menor custo por meio da
espectroscopia de infravermelho préoximo combinada a analise estatistica multivariada. Foram
avaliados quatro tipos de prépolis: in natura, macerada, extrato etandlico e extrato etandlico
concentrado. Dentre os modelos construidos, aquele obtido a partir dos extratos etandlicos de
prépolis apresentou valores satisfatdrios para as figuras de mérito: 0,96 para o R? calibracio;
0,82 para o R? de validac¢do cruzada; 0,90 para o R? de validacdo externa; RMSEC de 2,59;
RMSECV de 5,97; RMSEP de 5,35; razdo RER de 32,56 e RPD de 3,18.

PALAVRAS-CHAVE: Quimiometria. Antioxidantes. Compostos fendlicos.

ABSTRACT

Propolis is a complex mixture of plant resins collected by bees from tree trunks and secretions.
It has several applications in the hive and several sources beneficial to the human organism.
Among the biological activities that a propolis presents, stands out an antioxidant activity,
which is usually conferred by the class of phenolic compounds. The objective of this work was
to develop a method for fast, safe and cost-effective determination of total phenolic
compounds through near infrared spectroscopy combined with multivariate statistical analysis.
Four types of propolis were obtained: fresh, macerated, ethanolic extract and concentrated
ethanolic extract. Among the built models, the one found in the ethanolic extracts of propolis
presented satisfactory values for the merit figures: 0,96 for R? calibration; 0,82 for cross-
validation R%; 0,90 for R? external validation; RMSEC 2,59; RMSECV of 5,97; RMSEP of 5,35; RER
ratio of 32,56 and RPD of 3,18.

KEYWORDS: Chemometrics. Antioxidants. Phenolic compounds.
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INTRODUGAO

A prdépolis € um material resinoso produzido pelas abelhas, ela tem a funcao
de proteger a colmeia contra invasores. A prdpolis apresenta propriedades que
podem ser benéficas para o organismo humano, com potencial antimicrobiano,
anti-inflamatério, antisséptico, antioxidante (OLDONI et al., 2015).

Atividade antioxidante é a capacidade de combater os radicais livres no
organismo, que s3dao o0s responsaveis pelo envelhecimento celular e
desenvolvimento de algumas doencas como canceres de colo, es6fago e mama.
Usualmente a classe de compostos fendlicos é responsavel pela atividade
antioxidante da prépolis pois, apresentam em sua estrutura quimica, radicais
hidroxila e anéis aromaticos capazes de reagir e estabilizar os radicais do meio
(KUMAZAWA et al.,2004).

O método mais empregado para a determinacdao de compostos fendlicos
totais utiliza a espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do UV-VIS e faz
uso do reagente de Folin-Ciocalteau (KUMAR, 2015), que consiste em uma solugdo
de coloracdo amarela composta pela mistura de acidos de molibdénio e
tungsténio. Os compostos fendlicos podem ser determinados pela mudanca de
coloracdo, pois, na presenca de agentes redutores, como os compostos fendlicos,
o complexo muda sua coloragdo para azul (OLIVEIRA, 2011).

Atualmente, o emprego da Espectroscopia no Infravermelho Préximo (NIR)
unida a quimiometria e a utilizacdo de modelos de calibragdo multivariada, vem
sendo utilizada na identificacdo de compostos fendlicos na prépolis (CALLEGARI,
2018) com maior rapidez, menor custo e pouco preparo de amostra, o que garante
agilidade na obtenc¢do dos resultados para os apicultores.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 37 amostras de prépolis in natura, 39 amostras de prépolis
macerada, 41 amostras de extrato etandlico de propolis (EEP) e 45 amostras de
extrato etandlico de prdpolis concentrado (EEPC), coletadas na regido Sul e
Sudeste do Brasil.

O EEP foi obtido seguindo a metodologia de OLDONI et al. (2015), onde 4 g
de propolis macerada e 50 mL de etanol:dgua (80:20 v/v) foram levados a banho
térmico a 45°C por 45 min. Apds a concentragao, foram preparados extratos
padronizados na concentrac¢do de 1.000 mg L'}(EEPC).

Os espectros foram obtidos em espectrometro de infravermelho préximo
(NIR) com transformada de Fourier, BRUKER MPA. Para as amostras sdlidas de
prépolis (in natura e macerada) foi utilizado o copo de quartzo com rotagdo, e as
configuracdes empregadas foram de 64 acumulacdes com resolucdo de 32 cm™.
Para as amostras liquidas de prépolis (EEP e EEPC) foi utilizado a cubeta de quartzo
com bomba de sucgéo, e as configuracdes foram de 32 acumulagGes com resolugdo
de 8 cm™. A regido analisada de todas as amostras foi entre 13.330 — 4.000 cm?
(CALEGARI, 2018).

Pégina | 2



£

g

[
CITE

IX SEMINARIO DE EXTENSAO E INOVAGAO
XXIV SEMINARIO DE INICIAGAO CIENT(FICA E TECNOLOGICA r PR

11 a 13 de Novembro | Pato Branco - PR WAVERSDASE TECHOLOSICA TEDERAL DO PARAIGA

CAMPUS PATO BRANCO

A construcdo dos modelos foi baseada em dois softwares: ChemoStat®, para
anadlise exploratdéria multivariada - HCA (Andlise Hierdrquica de Componentes) e
PCA (Analise por Componentes Principais) (FERREIRA, 2016) e o MatLab® para
desenvolvimento dos modelos PLS e andlise das figuras de mérito.

A definicdo dos pré tratamentos mais adequados para os modelos
construidos foi baseada nas analises de PCA e HCA, inclusive identificando outliers.
Na sequéncia, a finalizacdo do modelo ocorreu no MatLab® através do PLS
(Regressao por Quadrados Minimos Parciais).

RESULTADOS E DISCUSSAO

PROPOLIS IN NATURA:

Os espectros obtidos no NIR para as prépolis in natura foram submetidos a
diferentes pré-processamentos e por meio do PCA e HCA foi possivel definir que a
segunda derivada juntamente com a normalizacdo forneceu os melhores
resultados (Figura 1).

Figura 1: Espectros das amostras de prépolis in natura.

Fonte: Autor

PROPOLIS MACERADA:

Os espectros das amostras de prépolis macerada obtidos no NIR (Figura 2)
foram analisados por diferentes pré-tratamentos e através da analise de HCA e
PCA, foi possivel definir que a segunda derivada juntamente com o pré-
processamento de SNV, apresentou melhores resultados.

Figura 2: Espectros das amostras de prépolis macerada.

Fonte: Autor.
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EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS (EEP):

Os espectros das amostras de EEP obtidos no NIR (Figura 3) foram submetidos
a diferentes pré tratamentos, através do HCA e PCA foi possivel definir que o
melhor pré tratamento foi de primeira derivada e mean center, apresentando
valores satisfatérios. A primeira derivada corrige o deslocamento no eixo das
ordenadas, onde apds a correcdo o espectro resultante estard deslocado para o
zero de absorbancia.

Figura 3: Espectros das amostras de Extrato Etandlico de Prdpolis.

Fonte: Autor.

EXTRATO ETANOLICO DE PROPOLIS CONCENTRADO (EEPC):

Os espectros das amostras de EEPC, foram submetidos a diversos pré
tratamentos, evidenciando pelo HCA e PCA, que o pré tratamento de primeira
derivada e mean center juntamente com o pré-processamento de SNV, apresentou
resultados satisfatdrios, onde as figuras de mérito resultantes mostram que o
modelo pode ser considerado confidvel e robusto.

Figura 4: Espectros das amostras de Extrato Etandlico de Prépolis Concentrado.

Faw Daia

LB ——
p—

Fonte: Autor.

A andlise exploratdria HCA e PCA, foi empregada para a definicdo dos
melhores pré tratamentos e para a identificacdo de outliers espectrais. O PLS é um
método de calibracdo multivariada utilizado na quimiometria, onde é empregado
geralmente em dados oriundos de espectroscopia, onde se obtém matrizes de
dados mais complexas, sem sobreposi¢cdo de bandas e apresentando resultados
satisfatdrios (FERREIRA, 2016). A analise das figuras de mérito é fundamental para
a defini¢cdo da qualidade do modelo construido, assim como a robustez e a validade
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do mesmo. Na Tabela 1 é possivel visualizar as figuras de mérito resultantes dos
guatro modelos construidos.

Tabela 1 — Figuras de mérito dos modelos construidos para os quatro tipos de prépolis.

1\ MACERADA  EEP EEPC
NATURA

RZ
Calibragdo
RZ

Validagao
Cruzada
RZ
Validagdo
Externa
RER

Fonte: Autor (2019).

Para definir a qualidade do modelo construido é preciso que determinados
valores das figuras de mérito sejam alcancados, tais como: R? de determinacdo
acima de 0,73 (EDFADL et al. 2010), valores de RPD acima de 2 (KUMAR, 2015),
valores de RMSECV (KUMAR,2015), RMSEP e RMSEC (CONZEN, 2006) os menores
possiveis. A razdo de intervalo de erro (RER) é considerada satisfatéria para valores
acima de 10, definindo assim que o modelo tem alta utilidade pratica (WILLIAMS
& SOBERING, 1996).

CONCLUSAO

Ao comparar os valores das figuras de mérito dos modelos das amostras
solidas, de prépolis in natura e prépolis macerada, os melhores valores obtidos
foram para a propolis macerada, podendo ter relagdo com a melhor aquisicdo dos
espectros. Por outro lado, ao comparar os valores das figuras de mérito dos
modelos das amostras liquidas, EEP e EEPC, ficou evidente pelos valores
encontrados, que o melhor modelo construido foi para as amostras de EEP,
podendo atribuir esses valores satisfatorios ao fato da facilidade ao construir o
modelo e com o0 menor nimero de amostras retiradas (outliers).
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