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RESUMO

O presente trabalho visa determinar a atividade antioxidante de Oleos de plantas
amazonicas utilizando imagens digitais. Neste trabalho, a metodologia baseada em
imagem digital para determinacdo de atividades antioxidantes dos 0leos busca
demonstrar sua viabilidade para o fim a que se propde comparando seus resultados
com metodologias ja bem estabelecidas, como a espectrofotometria UV-Vis. O
meétodo usado para determinar as atividades foi o de sequestro de radicais livres,
DPPH (di(fenil)-(2,4,6-trinitro-fenil)-imino-azénio). Os ensaios com padrao quercetina
e amostras foram conduzidos em solugcdo metandlica de DPPH com as medidas
espectrofotométricas realizadas em 517 nm, em seguida foi feito a captura das
imagens através do scanner, com tratamento das mesmas pelo sistema de cor HSV.
As atividades antioxidantes dos padrdes e amostras foram determinadas para uma
capacidade de sequestro (CS) de DPPH de 50%. Os Oleos que apresentaram
melhores atividades antioxidantes foram de andiroba que requereu uma
concentracdo de 24,84 pg/mL, seguido da castanha-do-Brasil 25,84 ug/mL, copaiba
27,59 pg/mL e tucuma (polpa) 35,65 pg/mL para o método espectrofotométrico. Para
o método DIB os Oleos que apresentaram melhor atividade antioxidante foram
tucuma (améndoa) 34,94 pg/mL, andiroba 35,30 pg/mL, cupuacu 36,84 pg/mL e
castanha-do-Brasil 49,34 ug/mL. Embora os resultados obtidos pelas duas
metodologias, via de regra, sejam discrepantes, quando submetidos a andlise
estatistica pelo uso do teste t pareado as duas metodologias ndo apresentaram
diferencas significativas para um nivel de confianca de 95 %.

Palavras-Chave: Imagens digitais, atividade antioxidante, plantas amazonicas,
scanner.
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ABSTRACT

This study aims to determine the antioxidant activity of oils from Amazonian plants
using digital images. In this work, a methodology based on digital imaging for
determination of antioxidant activities of the oils seeks to demonstrate its viability for
the purpose it is proposed to compare their results with well established methods
such as UV-Vis spectrophotometry. The method used to determine the activities was
to scavenging free radicals, DPPH (di (phenyl) - (2,4,6-trinitro-phenyl) imino-az6nio).
Tests with standard quercetin and samples were conducted in a methanol solution of
DPPH with the spectrophotometric measurements at 517 nm then was made to
capture images through the scanner with their treatment by the HSV color system.
The antioxidant activities of samples and standards were determined for a
sequestering capacity (SC) of 50% DPPH. The oils showed better antioxidant
activities were Andiroba which required a concentration of 24.84 mg / mL, followed
by Brazil-nut 25.84 mg / mL, copal 27.59 mg / mL and tucuma (pulp) 35, 65 mg / mL
for the spectrophotometric method. DIB method for the oils showed better antioxidant
activity were tucuma (almond) 34.94 mg / mL, Andiroba 35.30 mg / mL, cupuacu
36.84 mg / mL and Brazil-nut 49.34 mg / mL . Although the results obtained by the
two methods, as a rule, are discrepant, when subjected to statistical analysis by use
of the paired t test two methods showed no significant differences for a confidence
level of 95%.

Key words: Digital image, antioxidant activity, Amazonian plants, scanner.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Em quimica com a finalidade de determinar, ou, isolar componentes e
substancias quimicas tém sido desenvolvido variedades de pesquisas ao longo dos
anos. Partes dessas pesquisas tém sido desenvolvidas na Amazonia, voltado para
plantas de diversas espécies em diferentes areas do conhecimento.

A quimica analitica desenvolve métodos de referéncia para varios tipos de
analises. Nesse sentido o desenvolvimento e a validacdo de novos métodos séo
importantes, tanto no sentido cientifico, quanto econdmico. A viabilidade de
implementacdo de uma metodologia de baixo custo, contribui para que
pesquisadores desenvolvam analises em laboratérios mesmo dispondo de poucos
recursos financeiros.

Uma vez que os 6leos de vegetais sdo usados como produto industrializado
necessita-se de um controle de qualidade, e neste caso a quimica analitica surge
como uma ferramenta. Ela é responséavel, diariamente, por um grande namero de
andlises e para controle de qualidade de alimentos e de bebidas, podendo ser
utilizada, por exemplo, para a determinagdo da atividade antioxidante de
substancias.

Algumas dessas andlises baseiam-se na capacidade de determinadas
substancias formarem compostos coloridos. Assim, a medida da intensidade da cor
formada permite determinar a quantidade do analito na amostra. Essas medidas sao
realizadas espectrofotometria UV-Vis. Analises por esse método depende de tempo
e elevado uso de reagentes.

O método baseado em imagem digital — DIB € usado neste trabalho com

objetivo de determinar atividade antioxidante de 6leos de plantas amazoénicas.
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1.1 Caracterizacao da problematica

O meétodo DPPH tem sido intensamente usado por pesquisadores para
determinacéo atividade antioxidante (BLOIS, 1958; MOLYNEUX, 2004). E um
método que baseia-se na capacidade de sequestrar radical livre. Porém, o método
tem como instrumento de detecgéo espectroscopia UV-Vis.

Equipamentos que varrem na faixa do UV-Vis disponiveis no mercado
geralmente carece de auto custos. Esses instrumentos de detec¢cdo varrem de uma
a trés amostras de cada vez. Isso depende de um tempo significativamente
demorado no ato da determinacdo, como também elevado uso de reagente na
amostra.

Com intuito de superar essas dificuldades, propbe-se a utilizacdo de um
scanner como um novo instrumento de deteccao e captura de imagens. Essa técnica
oferece, entre outras vantagens, como por exemplo, economia de reagente, tempo
de varredura e custo de equipamentos.

Até o presente momento, ndo foi encontrado na literatura trabalho
envolvendo o uso de um scanner para a aquisicdo de imagens digitais para
implementacdo de determinacdo de atividade antioxidante de O6leos de plantas

amazonicas.
1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral
v' Desenvolver metodologia baseada em imagem digital (DIB) obtida com
scanner, para determinacdo da atividade antioxidante de Oleos de plantas

Amazobnicas.
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1.2.2 Objetivos especificos

v' Usar como sistema de deteccdo um scanner para obtencdo das imagens
digitais produzidas durante as analises;

v" Relacionar as imagens digitais com as concentracdes das amostras de 6leos;

v" Aplicar a metodologia (DIB) a determinacédo de atividades antioxidantes em
amostras de 0leos;

v Comparar os resultados obtidos com o DIB com aqueles usando a
espectrofotometria UV-Vis na determinacdo da atividade antioxidante de
Oleos de plantas Amazoénicas;

v Avaliar o desempenho analitico em termos das figuras de mérito.

1.3 Plantas oleaginosas da Amazo6nia

A AmazO6nia possui uma imensa area territorial com uma grande variedade
de espécies, animais e vegetais. Dentre essas riquezas estao incluidas as plantas
oleaginosas. Essas plantas continuam sendo fonte de referéncia para estudos sobre
a flora oleifera da regido, como também de sobrevivéncia de muitos amazénidas.
Pesce (2009) em seu livro “Oleaginosas da Amazénia” apresenta uma lista de 100
espécies nativas, incluindo aquelas de porte florestal arbéreo, arbustivo, herbaceo e
alguns cipos.

Os principais campos de aplicacdo dos Oleos vegetais estdo nas industrias
alimenticias e de cosméticos sendo que, na segunda opcdo, em substituicdo a
componentes nao renovaveis presentes em tais produtos. Entre os oOleos, que séo
atualmente utilizados na indastria de cosméticos destacam-se os 0Oleos de plantas
como: o de acai (Euterpe oleracea Mart.), andiroba (Carapa guianensis Aubl.), buriti
(Mauritia flexuosa L. f.), castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa Bonpl.), a gordura

obtida das sementes fermentadas do cupuagu [Theobroma grandifolium (Willd. ex
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Spreng.) K. Schum.] e o extrato obtido das sementes do cumaru (PESCE, 2009, p.

29). As plantas escolhidas para estudo neste trabalho séo descritas na Tabela 1.1.

Género: ASTROCARYUM

TUCUMA-ACU

TUCUMA-ARARA Astrocaryum aculeatum G. Mey

Familia: MELIACEAE

ANDIROBA | Carapa guianensis Aubl.

Familia: STERCULIACEAE

CUPUACU Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K.
Schu

Familia: CAESALPINOIDEAE

COPAIBA Copaifera spp., Leguminosa

Familia: LECYTHIDACEAE

CASTANHA DO BRASIL Bertholletia excelsa Bonpl

Tabela 1- Classificacdo das oleaginosas em estudo.

1.3.1. Tucuma - Astrocaryum vulgare, Arecaceae

Esta espécie € nativa da regido Amazodnica, possivelmente do Estado do
Para, onde tem o seu centro de dispersdo, até a Guiana Francesa e Suriname. E
uma palmeira caracteristica de terra firme alta, de cobertura vegetal baixa, ou
mesmo de campo limpo (CAVALCANTE, 1996). Na Amazobnia se destacam duas
variedades de tucumd, o tucuma-do-para (Astocaryum vulgare) e o tucuma-do-
amazonas (Astocaryum aculeatum G. Mey). A arvore do tucuma-do-para é menor
com 10 a 15 m de altura, regenera facilmente por perfilhar possuindo varios estipes,
engquanto o tucuma-do-amazonas pode alcancar 25 m de altura e forma um tronco
anico. Seus frutos sdo maiores e a sua polpa € mais carnuda, menos fibrosa e
menos adocicada do que o tucuma-do-parad. Dentre essas espécies oleaginosas
nativas, destaca-se o tucuma-do-amazonas Figura 1 que € uma palmeira que
pertence a familia Arecacea, cujo mesocarpo € comestivel e muito apreciado pela

populacdo do Estado do Amazonas (LORENZI, 2004). O alto consumo desse fruto
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vem gerando como residuo o endocarpo, que contém uma améndoa, a partir da qual

se pode extrair 6leo (CAVALCANTE, 1996).

Figura 1 Arvore do tucumé&-do-amazonas.
Local: Fazenda Santa Maria — Barreirinha — Am — Brasil.

A resisténcia do tucuma as doencas e a alta produtividade, fazem desta
espécie uma solucdo para a producdo de biodiesel, uma vez que 0s custos
operacionais de um plantio ordenado sdo menores que o do dendé (BORA et al.,
2001). O Oleo de tucuma extraido da polpa contém 25,6% de acidos graxos
saturados e 74,4% de insaturados, representados pelos acidos graxos palmitico,
estedrico, oléico e linoléico. Como ele é rico em 6mega 3, 6 e 9 comporta-se como
um excelente hidratante sendo empregado em produtos cosmeéticos para a
hidratacéo da pele, lo¢cdes corporais e produtos capilares para cabelos danificados.
E também um excelente emoliente que apresenta alto poder de espalhabilidade. O
valor do “B-caroteno” no 6leo de tucuma € mais concentrado na polpa, atingindo o

valor de 180 a 330 mg/100g de 6leo (BORA et al., 2001).
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A composicdo quimica de &cidos graxos e os dados fisico-quimicos

(FERREIRA et al., 2008) sao mostrados nas Tabelas 2 e 3.

Acidos graxos Composicédo percentual
Céaprico 0,8+0,01
Palmitico 22,90+1,34
Estearico 2,95+ 0,05
Oléico 67,62+ 1,22
Linoléico 1,15+ 0,01
n-Nonadécilico 2,63 0,02
Saturados 29,28
Monoinsaturados 67,62
Polinsaturados 1,15
N.D. 1,95

N.D. Identidade n&o determinada.
Tabela 2 - Composic¢ao dos principais acidos graxos do 6leo bruto de tucuma.

indices Unidades Valores de Referéncia
Acidos Graxos Livres % 2,75+ 0,01
indice de Refrac&o (40°C) Zeiss 1,4562
indice de lodo gl,/100g 82
indice de Saponificacéo mg KOH/g 202,71 + 0,36
Matéria Insaponificavel % 1,4
Acidez mg KOH/g 5,47 + 0,01
indice de Peroxido meq/kg 2,99 + 0,02
Densidade g/MI 0,91
Ponto de Fusao °C 27-35

Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo bruto extraido epicarpo-mesocarpo do tucuma.

1.3.2. Andiroba - Carapa guianensis Aubl.

Outra espécie que chama a atencdo devido o seu grande potencial na
producdo de Oleo € a andiroba (Carapa guianensis Aubl.). Ela € uma arvore da
familia Meliaceae, que pode atingir mais de 30 m de altura quando adulta. Apresenta
sapopemas baixas, tronco reto e cilindrico e folhas compostas Figura 2. No Brasil,
pode ser encontrada em toda a bacia Amazénica, preferencialmente nas varzeas e
areas alagaveis (FERRAZ et al., 2003), mas também sdo encontradas em locais

bem drenados de terra firme (RAPOSO et al., 2003).
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Figura 2 - Arvore de andiroba.
Local: Estrada do Tabocal — Urucurituba — Am — Brasil.

O o6leo extraido de suas sementes € usado principalmente como linimento
contra contusdes musculares e como antinflamatério, além de seu uso na producao
de repelentes, principalmente na forma de velas aromaticas, e na industria de
cosmeéticos (NEVES et al., 2004).

A amargura do Oleo de andiroba é atribuida a um grupo de terpenos
chamados de meliacinas, que sdo muito semelhantes as quimicas amargas de
antimalaria. Uma destas meliacinas, chamada gedunina, foi documentada com
propriedades antiparasiticas e antimalariais com efeito semelhante a quinina
(MARCKINNON et al., 1997). Analises quimicas de 6leo de andiroba identificaram as
propriedades antinflamatorias, cicatrizantes e insetifugas que sao atribuidas a
presenca de limondides, nomeado de andirobina (ROY et al., 2006).

O o6leo de Andiroba é uma fonte rica de acidos graxos essenciais inclusive

oléico, palmitico, miristico e acidos de linoléico além de conter componentes nao
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graxos como triterpenos, taninos e alcaldides isolados, como a andirobina e

carapina, Tabelas 4 e 5.

Acidos graxos Composicédo percentual
Palmitico 25,76
Palmitoléico 0,81
Esteérico 9,08
Cis-Oléico 51,81
Trans-Oléico 0,92
Linoléico 8,3
Linolénico 0,24
Araquidico 1,61
Gadoléico 0,15
Behénico 0,43

Tabela 4 - Composi¢édo quimica do éleo da andiroba em &cidos graxos*.
*Fonte: Silva, 2005.

indices Unidades Valores de Referéncia
Acidos Graxos Livres % 18,6
indice de Refrac&o (40°C) Zeiss 50
indice de lodo gl, / 100g 56,76 + 2,10
indice de Saponificagéo mg KOH/g 193,84 + 1,89
Matéria Insaponificavel % 3-5
Acidez mg KOH/g 1,87 £0,01
indice de Peroxido meq/kg 8-10
Densidade g/L 0,98
Ponto de Fuséo °C 22

Tabela 5 - Dados fisico-quimicos do 6leo da andiroba*
*Fonte: Silva, 2005.

A vela de andiroba é usada como repelente eficaz para o mosquito Aedes
aegypti, vetor da febre amarela e da dengue. Ao ser queimada, exala um agente
ativo que inibe a fome do mosquito, consequentemente, reduz a sua necessidade de
picar as pessoas. Pesquisas revelaram uma eficiéncia de 100% na repeléncia do
mosquito, resultado jamais encontrado em qualquer outro produto existente no
mercado destinado ao combate do mosquito. Além desta caracteristica, a vela é
totalmente atoxica, ndo produz fumaca e ndo contém perfume (GILBERT et al.,

1999).
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1.3.3 Cupuacu - Theobroma Grandiflorum Malvaceae

O cupuagu (Theobroma grandiflorum Shum) é considerado um fruto
importante tipicamente amazoénico e apresenta polpa acida, de aroma caracteristico.
E uma fruta originaria do sul e sudeste da Amazénia (LANNES, 2003). O cupuagu €

apreciado por sua polpa acida e de aroma intenso Figura 3.

Figura 3 - Cupuacuzeiro arvore nativa da Amazénia.
Fonte: http://hotsites.stc.embrapa.br

Devido ao seu sabor forte, a polpa dos frutos ndo é normalmente consumida
sozinha, mas é utilizada para fabricagdo de bebidas (“vinho do cupuagu” e suco),
sorvetes, licores, geleias, conservas e doces (YANG et al.,, 2003). O fruto contém
uma polpa suculenta e cremosa de sabor caracteristico aderida a 20 a 30 sementes
ovuladas grandes (MULLER et al., 1995). A manteiga do cupuagu, semelhante a
“‘manteiga” do cacau, porém com qualidade superior, € extraida das sementes que
contem aproximadamente 45% de oOleo (MORAIS, 2009). O 6leo extraido das

sementes do cupuacu oferece propriedades fantasticas para a indUstria cosmética. A
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manteiga de cupuacu € um triglicerideo que apresenta uma composicao equilibrada
de acidos graxos saturados e insaturados, o que confere ao produto um baixo ponto
de fusdo (aproximadamente 30°C) e aspecto de um solido macio que se funde
rapidamente ao entrar em contato com a pele. A manteiga de cupuacu possui alto
poder de absorcao de agua, aproximadamente 120% superior a da lanolina, atuando
como um substituto vegetal da mesma. Ela contém fitoesterdis (especialmente (3-
sitosterol) que atuam a nivel celular regulando o equilibrio hidrico e a atividade dos
lipideos da camada superficial da pele (CHLEBAROV, 1990).

O alto poder de absorcdo da agua da manteiga de cupuacu pode ser
atribuido as pontes de hidrogénio formadas entre as moléculas de agua e 0s
fitoesterdis (WINKLER, 1977). Os fitoesterodis tém sido utilizados no tratamento de

dermatites e afeccdes por estimular o processo de cicatrizacao.

1.3.4. Copaiba - Copaifera spp.

A copaiba é uma planta de grande porte de 30 metros em habitat natural
Figura 4. As utilizacdes da medicina tradicional para o 6leo-resina de copaiba sé&o
muitas e indicam uma grande variedade de propriedades farmacologicas. E muito
usado como cicatrizante e antinflamatério para tratar infecgdes nas vias respiratorias
e urinarias (PAIVA et al., 2002). E conhecido como um antibiético natural altamente
eficaz contra bactérias gram-positivas (TINCUSI et al., 2002). No processo industrial-
cosmeético é utilizado como um componente de fragrancia em perfumes e em
preparacdes de cosmeéticos como sabdes e cremes por suas propriedades

antibactericidas, antinflamatérias e emolientes (WILKINS et al., 2002).
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Figura 4 - Copaibeira (a) forma de extracdo do 6leo-resina (b).
Local: Lago do Arrozal — Urucurituba — Am — Brasil.

A composicao quimica do 6leo-resina de copaiba pode ter aproximadamente
72 sesquiterpenos (hidrocarbonetos) e 28 diterpenos (acidos carboxilicos), sendo o

6leo composto por 50% de cada tipo de terpenos Tabela 6.

Acidos graxos Atomos de carbono Composicéo percentual
Octanoico (caprilico) 8:00 1,9
Decandico (caprico) 10:00 1,8
Hexaddecanoico (palmitco) 16:00 20,2
Octadecandéico (esteérico) 18:00 7,0
9-octadecandico (oléico) 18:10 33,1
9_,12—9_ctadecad|en0|co 18:20 26
(linoléico)

Eicosandéico (araquidico) 20:00 2,7
Cis-11-eicosenoico (gondico) 20:10 1,7
Docosandico (behénico) 22:00 3,6
Tetracosandico (lignocérico) 24:00 5,7
Hexacosanodico (cerético) 26:00 15
Total - 81,8

Tabela 6 - Composi¢céo de acidos graxos do 6leo resina da copaiba.
Fonte: Neto, 2008.

Aos diterpenos € atribuida a maioria das propriedades terapéuticas, fato

comprovado cientificamente (MACIEL et al., 2002). Aos sesquiterpenos é atribuida a
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fracdo responsavel pelo aroma do Oleo-resina de copaiba bem como algumas
propriedades como antitlcera, antivirais e antirinovirus (VEIGA JUNIOR, 2002).

Um dos principais problemas da comercializacdo do 6leo resina de copaiba
€ a sua adulteracdo, geralmente com 6leo vegetal. Uma das formas convencionais
de atesta-la é determinando seu indice de acidez, inferior a 80 mg KOH/g de dleo
resina € indicio de contaminac¢do. Quanto menor for o indice de acidez do Oleo
resina de copaiba, maior a quantidade de 6leo vegetal nele misturado. Por sua vez o
indice de éster do 6leo resina de copaiba pode auxiliar na determinacéo do tipo de
contaminante. Se o indice de éster for superior a 23 mg KOH/g de dleo resina, indica
gue o contaminante é material graxo, ou seja 6leo vegetal ou de origem animal, se
for menor indicara que o contaminante € nao graxo, como por exemplo 6leo mineral

(DE VASCONCELOQOS, 2002).

1.3.5 Castanha do Brasil - Bertholletia excelsa Bonpl
A castanheira-do-Brasil ou do Para (Bertholletia excelsa) Figura 5 é uma
espécie arbérea de grande porte, podendo medir de 50m a 60m, nativa da Amazénia

(CAVALCANTE, 1972; 1991).

Figura 5 - Castanheira-do-Brasil ou do Para.
Fonte: www.wwf.org.br/natureza
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E constituida por 60 a 70% de lipidios, expressivamente de acidos graxos
poliinsaturados, de 15% a 20% de proteina de boa qualidade biologica
(CARDARELLI, 2000), além de fonte reconhecida de selénio, calcio, fésforo,
magneésio e vitaminas do complexo B (CARDARELLI, 2000; SOUZA, 2004). O
residuo da castanha obtido a partir da extracdo do 6leo por prensagem da améndoa,
torna-se objeto de interesse para estudos devido ao seu elevado teor proteico

(GLORIA, 2000). As propriedades fisico-quimicas sdo apresentadas nas Tabelas 7

e 8.

Acidos graxos Composicéo percentual
Hexaddecandico (palmitco) 14,31
Octadecandico (esteérico) 10,64
Eicosandico (araquidico) 0,40
Docosandéico (behénico) 0,12
Tetracosanoico (lignocérico) -
Mono (oléico) 28,92
Gadoléico 0,11
Poli-linoléico 44,12
Lino-lénico 0,28

Tabela 7 - Composi¢éo em &cidos graxos da améndoa da castanha-do-brasil (g. 100g-1)*.
*Fonte: Naves & Freitas, 2010.

indices Resultados Valores de Referéncia
Acidos Graxos Livres (%) 0,104 + 0,00 n. d.
indice de Refracdo (20°C) 1,466 + 0,00 n. d.
indice de Saponificacdo (mMgKOH/g) 198,58 + 0,05 n. d.
indice de Acidez (mgKOH/g) 0,207 £ 0,05 4,0
indice de Perdxido (mEq/kg) 0,970 + 0,01 15,0
Densidade (g/mL) 0,910 £ 0,00 n. d.

n. d. = ndo especificado
Tabela 8 - Dados fisico-quimicos do dleo da castanha-do-brasil.*
*Fonte: Ferreira et al., 2006.

1.4 Antioxidantes e determinacéo de sua atividade

Os antioxidantes sdo um conjunto heterogéneo de substancias formadas por
vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos vegetais e, ainda,
enzimas, que bloqueiam a ac¢&o dos radicais livres (DOSSIE ANTIOXIDADES, 2009,

p.17). Quimicamente, sdo definidos como substancias capazes de prevenir e atrasar
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0S processos oxidativos dos substratos oxidaveis. Podem ser classificados em dois
grupos: enzimaticos e nao enzimaticos. Os enzimaticos sdo compostos por enzimas
Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx) e Catalase (Cat),
enquanto o nao enzimatico € representado pelos oligoelementos, vitaminas,
carotendides, flavondides, dentre outros compostos (MARTINS, 2010).

Os antioxidantes apresentam-se como uma alternativa para prevenir a
deterioracdo oxidativa dos alimentos e minimizar os danos oxidativos nos seres
vivos (BAUER et al., 2001). Estruturalmente, os antioxidantes sdo compostos aromaticos
que possuem pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos, largamente utilizados pela
indastria de alimentos, ou naturais, como organosulfurados, fendlicos e terpenos, que fazem
parte da constituicdo de diversos alimentos (RAMALHO & JORGE, 2006).

Os antioxidantes podem ser classificados, segundo o mecanismo de acéao,
em primarios ou secundarios. Os antioxidantes primarios atuam interrompendo a
cadeia da reacao através da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos radicais livres
(ADEGOKE et al., 1998), enquanto os antioxidantes secundarios atuam na
complexacdo com metais, sequestro de oxigénio, decomposicdo de hidroperdxidos
para formar espécie nao radical, absorcdo da radiacdo ultravioleta ou desativacéo de

oxigénio singleto (DECKER, 2002).

1.4.1 Métodos utilizados para determinar atividade antioxidante

Numerosos sdo os metodos utilizados para medir a capacidade antioxidante
de amostras de alimentos, bebidas e Oleos. Contudo, a complexidade da
composicao de cada tipo de amostras é muito variada, sabido que os antioxidantes
sdo uma mistura heterogénea e ndo atuam sozinhas, ou separadamente, entao,

variadas sdo as metodologias para medir a capacidades antioxidantes das
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substancias. Nesse sentido, sdo elencadas algumas das principais metodologias
utilizadas nesses tipos analises.

O FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) é um método para
determinacao da atividade antioxidante que se baseia na reducéo do ion férrico para
o ion ferroso. O complexo formado, tripiridiltriazina-ferroso, apresenta coloragéo azul
intensa e pode ser medido em 593 nm (BENZIE:STRAIN, 1996).

Pulido et al., (2000) descrevem o método FRAP — Poder Antioxidante de
Reducdo do Ferro Figura 6 como uma alternativa desenvolvida para determinar a
reducado do ferro em fluidos biologicos e solu¢cdes aquosas de compostos puros. O
método pode ser aplicado ndo somente para estudos da atividade antioxidante em
extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o estudo da eficiéncia
antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis aqueles obtidos

com outras metodologias mais complexas.

/ﬁ a,f‘f'““*ﬂ
]\ “’/I: j r%** RN LN /[%M,e
| b“ 1]
N -:"ﬂ’f ,-N + antiexidante T .;u]""N M
Fe —————— P Fa
HIN | \N, - N IN | \Nq
"lfN"‘ "-\\N "’N"\H l | N_H ."\-»N.- w-.,\[_.-N_\:‘ R‘Jj
R - i \)
[FeillHTPTZ) 7+ [Fe{llHTPTZ}. ]+
2 2
cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 6 - Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com Fe*".
Fonte: Rufino, 2006.

Para calcular a AAT, deve-se substituir na equacédo da reta a absorbancia

equivalente a 1000 pyM do padréo sulfato ferroso. O valor obtido para o termo X
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Equacédo 1 corresponde a diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de

sulfato ferroso (PULIDO, 2000 apud RUFINO, 2006).

y=ax+b (1)

Onde, y = Absorbéancia correspondente a 1000 uM de sulfato ferroso, x =
Diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uM de sulfato ferroso.

O resultado final Equacdo 2 € calculado pela divisdo de 1000 (uM) pelo
valor de X(g) e multiplicado por 1(g) para encontrar o valor final (Z) que é expresso

em UM sulfato ferroso/g de fruta (por¢cdo comestivel).

X 1000
Xg = 1000 Z= X(g)x1

)

O ABTS (radical 2,2-anzobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)) é um método
para determinacdo da atividade antioxidante que se baseia na geracdo de um cation
radical, ABTS+". O radical é produzido durante a ativagdo de metilmioglobina com
peroxido de hidrogénio na presenca de ABTS, com ou sem antioxidantes (RE et al.,
1999). O radical ABTS Figura 7 é gerado por meio de uma reacao quimica,
eletroquimica ou enzimética (KUSKOSKI et al., 2005).

A vantagem do teste ABTS consiste na sua relativa simplicidade que permite
a aplicacdo na rotina de qualquer laboratorio. O valor TEAC caracteriza a
capacidade da amostra testada em reagir com ABTSe", bem como em inibir
processos oxidativos. Como muitos compostos fendlicos e em outras amostras com

substancias com atividade antioxidante isso ocorre lentamente (CAMPOS,1997).
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Figura 7 - Estabilizacdo do radical ABTS+" por um antioxidante e sua formacéo pelo persulfato de
potassio.
Fonte: Souza et al., 2007.

O método ABTS tem sido extensivamente usado para avaliar a capacidade
antioxidante de vinhos (LOPEZ-VELEZ et al., 2003; VILLANO et al., 2004), bebidas
e alimentos (BENAVENTE-GARCIA et al., 2000; VAN DEN BERG et al., 2000) e
fluidos biologicos (KIRSCHBAUM, 2001; MAZZA et al., 2002).

Varios estudos foram realizados com o objetivo de verificar a relacao
existente entre a atividade antioxidante e a concentracdo de polifendis (SALAH et
al., 1995; CASTILLO et al., 2000). Villano et al. (2004), por exemplo, verificaram que
existe uma boa correlacdo entre o contetdo de fenol total e o potencial antioxidante,
sendo que o potencial antioxidante de vinhos tintos se apresenta 10 vezes maior que
o de vinhos brancos, em fungéo da maior concentragdo de fenais.

Lee & Rennaker (2007) determinaram a capacidade antioxidante e o
conteudo de estilbenos livres em amostras de quatro variedades de vinhos
(Cabernet Sauvignon, Merlot, Riesling e Chardonnay). O estudo demonstra que a
capacidade antioxidante e o nivel de estilbenos variam consideravelmente com a
variedade do vinho.

Mensor et al., (2001) utilizou o método DPPH (radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila) em triagem de extratos vegetais brasileiros para determinacdo de
atividade antioxidante. Esse método foi proposto por Brand-Willams et al., (1995), se

baseia na reducdo da absorbancia medida a 515 nm do radical DPPHe, por
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antioxidantes. Segundo Wojdylo, Osmianski e Czemerys (2007), os métodos mais
utilizados para avaliar a atividade antioxidante sdo o do radical ABTS e do DPPH.
Ambos séo caracterizados por sua excelente reprodutibilidade sob condi¢cdes
estabelecidas, porém, podem mostrar diferencas significantes em suas respostas
antioxidantes. O método de inibicdo de radicais DPPH baseia-se na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para um oxidante.

Fogliano et al., (1999) fez uso do método DMPD (radical N,N-dimetil-p-
fenillenodiamina) para determinacdo de atividade antioxidante de diferente areas de
Campanhia, Italia. A eficacia do método foi semelhante ao do ABTS. Esses métodos
sdo mais comuns para quantificacdo da capacidade antioxidante de substancias e
fundamentam-se na captura de radicais livres.

O método de oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico avalia a atividade de
inibicdo de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do acido linoléico
(MARCO, 1968; MILLER, 1971, apud DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). O método
esta fundamentado em medidas espectrofotométricas da descoloracdo (oxidacao)
do B-caroteno induzida pelos produtos de degradacdo oxidativa do acido linoléico.
Por fim, o RANCIMAT é padrdo para determinacdo da estabilidade oxidativa de

Oleos, gorduras e alimentos lipidicos, e utiliza equipamentos automatizados.

1.5 Sistema de cor RGB
A percepgdo de cor pelo sistema nervoso central humano estudado no

processo psicofisiologico, embora ndo seja totalmente compreendida, porém
estudado ha muitos anos por inameros cientistas e engenheiros, constitui

atualmente um sélido conjunto de conhecimentos tedricos.
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Em 1666, Newton descobriu que um prisma de vidro atravessado pela luz
branca é capaz de decompb-la um amplo espectro de cores que varre do violeta,
num extremo, ao vermelho, no outro, Figura 8 chamado espectro de luz visivel

(MARQUES FILHO, 1999).
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Figura 8 - Espectro eletromagnético, com destaque para as subdivisdes da regido de luz visivel.
Fonte: Brown, 2005.

A teoria de percepgdo cromatica pelo olho humano baseia-se em hipotese
formulada por Young em 1801, que estabelece que os cones (células fotossensiveis
gue compdem a retina juntamente com o0s bastonetes) se subdividem em trés
classes, com diferentes maximos de sensibilidades situados em torno do vermelho
(R — Red), do verde (G — Green) e do azul (B — Blue) (CASTLEMAN, 196; KOYA,
2001; GONZALEZ & WOODS, 2002). Essas classes sdo chamadas cores primarias.
Os seus respectivos comprimentos de onda: azul = 435,8 nm, verde = 546,1 nm e

vermelho = 700 nm.
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As combinacBes de cores consideradas até o momento pressupdem a
emissao de radiacdes coloridas situadas dentro do espectro de luz visivel, as quais
combinadas aditivamente produzem um efeito final correspondente & soma dos
efeitos individuais.

Marques Filho, 1999 afirma que a mistura das cores primarias, duas a duas,
produz as chamadas cores secundarias, que sdo: magenta (R+B), amarelo (R+G) e
ciano (G+B). A mistura das trés cores primarias ou de uma secundéaria com sua cor

‘oposta’ produz a luz branca Figura 9.

Vermelho
Magenta Amarelo
Branco
’ Preto
Azul @ @ Verde
A A

Ciano

Figura 9 — Representacdo da mistura das cores primarias para formacao de cores secundarias e
coordenadas cartesianas em forma de cubo para o modelo RGB.

O modelo RGB é baseado em um sistema de coordenadas cartesianas, que
pode ser visto como um cubo onde trés de seus vértices sdo as cores primarias,
outras trés as cores secundarias, vértice junto a origem € o preto e o mais afastado
da origem corresponde a cor branca. Neste modelo, a escala cinza se entende

através de uma linha (a diagonal do cubo) que sai da origem (preto) até o vértice
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mais distante dela (branco). A normalizacdo dos valores maximos de R, G e B estdo

na faixa de 0 a 1 Figura 10.

(00,1

AZLI . Ciano

Esc aI':a de Cinzas

Magenta M
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F'retn:ud_ ____________ I
sermelho 1
(1,0, Armarelo
=]

Figura 10 - Modelo RGB aditivo.
Fonte: Marques Filho, 1999.

No modelo RGB a representacdo utilizada é a de 8 bits para cada canal de
informacédo, fazendo um total de 24 bits por pixel. Com isso € possivel gerar mais de 16
milhdes de cores diferentes (KOYA, 2001). O sistema de cores RGB, ou seja, um conversor
de 8 bits que pode assumir valores de 0 (zero) a 255, assim cada pixel pode assumir um

entre 16.777.216 (2°x2°x2°) valores possiveis de cor.
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1.6 Uso de imagens digitais em espectrometria de absorcao

molecular UV-Vis
Geladi & Grahn (1996) definiram imagem como sendo a reproducdo de um

objeto real ou cena, preservada em um meio. Uma pintura a 6leo, uma aquarela,
uma fotografia, uma escultura, sdo exemplos dessa definicdo. O uso de imagem em
qguimica comecou com a utilizacdo do microscépio, mas este instrumento nunca foi
um assunto importante em quimica como foi para biologia, fisiologia, medicina e
geologia. Isso mudou quando o microscopio eletrénico e depois 0 microscopio de ion
se tornaram disponiveis, com possibilidade de mapeamento das concentracées dos
elementos (GELADI E GRAHN, 1996). Sendo assim, diversos trabalhos foram
publicados envolvendo esse dispositivo.

Machado, Leite e Souki (2004) definiram imagem digital como sendo nada
mais do que uma série de digitos binarios (0 e 1), ou seja, uma longa sequéncia
desses dois numeros que, entdo, se “transformam” numa estrutura, geralmente
quadriculada, denominada pixel, que representam uma intensidade de luz e de cor,
onde todos estes pixels em conjunto irdo formar uma imagem digital.

As imagens digitais podem ser produzidas por diversos aparelhos, incluindo
cameras de video e fotografias digitais, scanners, aparelhos de raio-X, microscopios
eletrbnicos, aparelhos de ultra-som e radares, como também webcams e telefones
celulares com cameras (MACHADO, LEITE E SOUKI, 2004).

Em quimica analitica diversos artigos tém sido publicados na literatura
envolvendo o uso de imagens digitais obtidos a partir de algum desses aparelhos
eletrdnicos. Os transdutores de imagens monitoram a radiacéo incidente de forma
continua e reversivel para aquisicdo de imagens. No mercado estao disponiveis 0s
transdutores do tipo dispositivos de carga acoplada (do inglés: Charge-Coupled

Device - CCD) e os semicondutores metal-Oxido complementar (do inglés:
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Complementary Metal-Oxide-Semiconductor - CMOS) (LYRA, 2008). Alguns
trabalhos encontrados na literatura discorrem sobre cameras CCD e as imagens
digitais, como sendo ferramentas promissoras em medidas analiticas de cunho
geral.

Byrne et al. (2000) investigou 0s meios de tratamento da alta densidade de
pontos das matrizes geradas pela imagem digital. Usando uma camera digital CCD
de alta resolucdo, um ponto da matriz de uma imagem a cores foi tomada e
processada utilizando o software de desenvolvimento LabVIEW, para retornar aos
valores numéricos dos componentes da cor vermelho, verde e azul de cada ponto. O
uso de cameras digitais como detector para reacdes colorimétricas tem mostrado
grande potencial para medidas que envolvam a producdo quimica da mudanca de
cor, possibilitando andlises qualitativas e quantitativas.

Withagen, Groen e Schutte (2007) analisaram diferentes tipos de cameras
para utilizacgdo em medidas experimentais. Baseando-se em experimentos foi
verificando um modelo geral de camera CCD. Este modelo inclui ganho e offset,
ruido aditivo e multiplicativo, e correcdo gama. Para a webcam, no estudo do ruido,
a parte do ruido aditivo € mais importante que a parte do ruido multiplicativo sobre a
escala de intensidade. Em geral, os estudos demonstraram que o modelo CCD é
suficiente para todas as cameras, exceto para webcams de baixa qualidade.
Resultados para webcam mostram que € perigoso escolher um modelo de camera
geral e assumir a sua validade. E importante validar o modelo para cada camera
especifica utilizada. Como apenas uma camera foi testada para cada marca, 0s
valores do parametro do modelo ndo sédo necessariamente validos para outras

cameras do mesmo tipo.
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No que diz respeito ao uso de imagens digitais, obtidas particularmente por
uma webcam, destacam-se os trabalhos de Gaido et al. (2006), Lyra (2008) e
recentemente o trabalho de Wongvilai et al. (2010). A webcam é uma camera digital
de baixo custo que captura imagens digitais de modo quase instantaneo. Esse tipo
de camera utiliza comumente um CCD ou CMOS como sensor de imagem.

Gaido et al., (2006) explorou o uso de imagens digitais em quimica analitica,
empregando uma webcam como detector do ponto final em titulacbes de
neutralizacdo. Neste trabalho, os valores de RGB para cada pixel da imagem obtida
pela webcam foram convertidos para valor de cor pela equacao 3:

Cor = B+ 28G + 2'°R (3)

A viabilidade da técnica requer uma variacdo das componentes RGB da
imagem e uma descontinuidade nas curvas de titulacdo onde est4 o ponto final
associado a condicao de equivaléncia quimica.

Wongyvilai et al. (2010) utilizaram uma webcam como um detector de baixo
custo em um reator simples lab-on-chip. O sistema proposto utiliza uma webcam
para monitorar as mudancas de cor, em tempo real, do indicador fenolftaleina na
zona continua de uma reacao de neutralizacdo acido-base. O desaparecimento da
cor rosa do indicador, quando a solucdo acida difundia na solucdo basica, foi
registrada como a mudanca no valor das componentes RGB. Esta mudanca estava
relacionada com a concentracéo do acido.

O uso de imagens obtidas por scanner em quimica analitica foi descrita
inicialmente no trabalho de Shishkin Yu et al. (2004). Neste trabalho, os autores
estudaram a possibilidade de usar um scanner de mesa e um software de
processamento de imagem digital para avaliacdo numérica da intensidade da cor

das substancias adsorvidas em espuma de poliuretano. O método permite realizar a
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digitalizacdo das imagens de amostras coloridas de espuma de poliuretano usando
um scanner de mesa. A quantificacdo das substancias adsorvidas baseava-se na
construcdo de curvas analiticas a partir das medidas de luminosidade do canal
selecionado (R, G ou B) em funcéo da concentracdo das solucdes de calibragéo.

Gomes et al. (2008) realizou a determinagdo de acido ascorbico pela
digitalizagdo das amostras no scanner, e uma regido da imagem foi selecionada
para tratamento. Os valores médios das cores primarias vermelho (R), verde (G) e
azul (B) foram calculadas através de programa computacional para cada amostra. O
principio da técnica foi baseada na reacéo entre o acido ascoérbico, hexacianoferrato
de potassio e cloreto de ferro (lll) para formar o complexo azul da Prassia.

Soldat, Barak e Lepore (2009) também utilizaram um scanner para obter as
imagens digitais e explora-las com finalidade analitica. Neste artigo, os autores
demonstraram que a andlise de imagem digital digitalizada de microplacas em
scanner pode substituir um espectrofotbmetro comum para varios procedimentos
guantitativos em microescala. Esta descoberta permite baixo custo e
microquantificacdo de diversos compostos em laboratorio. O método foi utilizado na
determinacao de varios ions de interesse ambiental.

Martinez et al., (2008) desenvolveram um sistema que utiliza dispositivos
baseados em papel microfluidico. Os resultados dos ensaios colorimétricos foram
obtidos com dois tipos de celulares com camera, um scanner portatil, um scanner de
mesa e uma camera digital. Os celulares com camera sao portateis e cada vez mais
acessiveis, leves e equipados com alta resolugao (= 2 megapixels). Neste trabalho
foi utilizado o sistema de cores primarias subtrativas: ciano, magenta, amarelo e

preto (CMYK).



39

Métodos baseados em imagem digital vém sendo empregados como uma
alternativa de baixo custo para determinacdes em quimica analitica. A possibilidade
de monitoramento em linha e a capacidade de avaliar parametros como a textura,
intensidade das cores e sua distribuicdo na superficie, também contribuiram para

essa tendéncia (GAIAO, 2006; LOPEZ-MOLINERO, 2010; TORRES, 2011).
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CAPITULO 2 — ESPERIMENTAL

2.1 Reagentes, solucdes e amostras

Determinacfes de atividade antioxidante envolveram o uso de DPPH (2,2-di

(fenil)-2,4,6-trinitro-fenil)-imino-azénio, Quercentina  2-(3,4-di(hidroxfenil)-3,5,7-tri-

hidrox-4H-1-benzopiran-4-ona 98% (HPLC), metanol (CH3OH). Todos os reagentes

empregados possuem grau analitico de pureza.

Para avaliar o método DPPH e determinar as atividades antioxidantes das

amostras de oOleo foram preparadas:

a)

b)

d)

f)

Solucéo estoque do padrdo quercetina em metanol 1:1 (m/v). Para preparar
essa solucdo pesou-se 10 mg de quercetina e transferiu-se para um baléo
volumétrico de 10 mL, completando o mesmo com metanol.

Solucéo trabalho do padrdo quercetina, pela diluicdo de 200 uL da solucéo (a)
em um baldo volumétrico de 5 mL. O baléo foi aferido com metanol. As
Solucbes trabalho do padrdo quercetina foram preparadas sempre em
triplicata e identificado como: P1-1, P1-2 e P1-3.

Solucdo dos extratos das amostras de 6leo em metanol 1:1 (m/v). Para
preparar essas solugdes pesou-se 10 mg de cada amostra e dissolveu-se em
10 mL de metanol. A solugéo foi centrifugada por 10 minutos com rotacéo de
2000 RPM para uma melhor homogeneizagao.

Solucéo trabalho dos extratos por diluicho em metanol 1:10 (m/v). Essas
solugdes foram preparadas pipetando-se 500 pL da solucéo (c) e 5000 pL de
metanol. As solucgdes trabalho dos extratos foram preparadas sempre em
triplicata e identificadas como: E1-1, E1-2 e E1-3.

Solucéo de DPPH 0,3 mM. Para preparar essa solucao, pesou-se 2,9 mg de

DPPH e transferiu-se para um baldo volumétrico de 25 mL, completando o
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mesmo com metanol. As solu¢cdes de DPPH foram preparadas sempre no dia
em que as medidas eram realizadas e em quantidades suficientes para essas

medidas para evitar o desperdicio de reagentes.

Foram coletadas as sementes das plantas oleaginosas oriundas das
microrregides, médio e baixo Amazonas nos municipios Barreirinha, Itacoatiara e
Urucurituba, para entdo, fazer a prensagem das sementes e consequentemente
obter as amostras de Oleos do tucuma (polpa), tucuméd@ (améndoa), andiroba
(améndoa), manteiga do cupuacu (améndoa), Oleo resina de copaiba e 6leo bruto de
castanha do Brasil (améndoa). Foram analisadas 6 amostras de 6leos todas em

triplicatas para determinacéo da atividade antioxidante.

2.2 Equipamentos e softwares

Espectros na regido do UV-Vis foram registrados no espectrofotometro de
marca BEL, modelo LGS53, empregando uma cubeta de vidro com caminho 6ptico
de 1,0 cm e volume de 1,0 mL. O espectrofotdmetro opera na faixa de 200 a 1000
nm, com varredura a cada 1 nm.

Imagens digitais foram capturadas por um scanner de marca HP, modelo
Scanjet G2710, rearranjado para capturar imagens de microplacas com capacidade
de 500 pL cada poco.

Um computador com um processador AMD Athlon tm LE-1620 (2,4GHz,
1MB L2 cache), HD de 320 GB e memodria de 2 GB, foi empregado para controle e
gerenciamento das imagens digitais.

Um software (IMAGEJ, 2014) disponibilizado gratis para download na

internet.
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2.3 Determinacéao da atividade antioxidante pelo método DPPH

A determinacéo da atividade antioxidante foi realizada por espectroscopia na
regido do visivel, utilizando-se o método DPPH. O método é baseado na
metodologia de Blois (1958) e Brand-Williams et al. (1995) apud Negri (2009),
utiizando o radical estavel DPPHe Figura 11 que se reduz na presenca de
antioxidantes com mudanca de coloracdo de violeta para amarela, proporcional a

concentracdo da substancia redutora da amostra.

Quercetina radicalar estabilizada
por hiperconjugacao

Figura 11 - Reducao do radical livre DPPH pelo flavonéide antioxidante quercetina.
Fonte: Teixeira & Silva 2013.

A substancia quercetina foi utilizada como padrdo antioxidante para avaliar o
método DPPH. O padrao foi diluido a partir da solugcédo trabalho 40 pg/mL nas
seguintes concentracbes: 13,33; 4,44; 1,48; 0,49; 0,16; 0,05; 0,02 pg/mL. As
solucdes foram preparadas em microcubetas, conforme esquema apresentado na

Figura 12.
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Controle Padrio sem DPPH Padrio com DPPH

[ Img/mL 1 2(1.1) 3(1.2) 4(1.3) 5(1.1) 6(1.2) 7(1.3)

A

Figura 12 — Esquema para a preparacdo das solugbes para avaliar o método DPPH por
espectrofotometria.

=

a) Adicionou-se 1000 pL de metanol nas microcubetas das colunas de 1 a4 e
500 pL nas microcubetas das colunas de 5a 7.

b) Adicionou-se 500 pL da solucéo trabalho (quercetina) (P1-1, Secao 2.2b), nas
microcubetas da linha A, das colunas 2 e 5 (13,33 pg/mL).

c) Adicionou-se 500 pL das solucdes trabalho do padrédo quercetina, (P1-2,
Secédo 2.2b), nas microcubetas da linha A, das colunas 3 e 6 (13,33 pg/mL).

d) Adicionou-se 500 pL das solucdes trabalho do padrédo quercetina, (P1-3,
Secédo 2.2b), nas microcubetas da linha A, das colunas 4 e 7 (13,33 pg/mL).

e) Transferiu-se 500 uL da linha A para a linha B das colunas de 2 a 7. Este
procedimento foi realizado sucessivamente até a linha G, de modo a produzir
diluicdes seriadas (linha B 4,44 pg/mL; linha C 1,48 pug/mL; linha D 0,49

pg/mL; linha E 0,16 pg/mL; linha F 0,05 pg/mL; linha G 0,02 pg/mL).
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f) Adicionou-se 500 puL de DPPH nas microcubetas das colunas 1,5,6 e 7.
g) Incubou-se as microcubetas a temperatura ambiente e sem exposicao da luz
por 30 minutos.

h) Realizou-se as medidas de absorbancia em 517 nm.

Para os extratos das amostras de 6leo, foram repetidos os procedimentos de
(a) a (h) substituindo o padrdo quercetina pelos extratos. As solu¢@es trabalho (100
pug/mL, Secéo 4.2d) foram diluidas, alcancando as concentrag@es finais de: 33,33;
11,11; 3,70; 1,23; 0,41, 0,14; 0,05 pg/mL.

A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa como percentual da

capacidade de sequestro (%CS) do radical, conforme a equacéo 4.

A — A —A
%CS = 100 — DPPH zxtrato branco % 100 (4)
DPPH

Onde Apppy € a absorbancia da solucdo de DPPH (absorbéancia do controle) e Aextrato
- Apranco € @ absorbancia corrigida do extrato da amostra. A absorbéancia corrigida do
extrato é calculada pela diferencga entre a absorbancia do extrato com DPPH (Agxirato)
e a absorbancia do extrato sem DPPH (Agranco). O valor de %CSs, € definido com a
concentracdo final em pg mL* do extrato/dleo requerido para decrescer a

concentracéo inicial de DPPH em 50%.

2.4 Escolha do comprimento de onda

Para definir o comprimento de onda a ser utilizado nas medidas, foi obtido um

espectro da mistura do padrdo quercetina e do DPPH. Para isso, foi utilizada uma
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mistura de 500 pyL da solucdo DDPH (0,3 mM), 500 pL solugcédo de quercetina na
concentracdo de 40,00 pug/mL e 500 pL metanol. A escolha do comprimento de

onda foi baseada na maior sensibilidade do método DPPH.

2.5 Determinacao de Atividade Antioxidante por Imagem Digital —
DIB
Apébs as medidas por espectrofotometria, foram transferidos 350 uL de cada

solugdo para os pocos da microplaca, seguindo a mesma orientagdo descrita no

item 4.4.1, conforme a Figura 13.
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Figura 13 — Esquema para a realizacéo das medidas por imagem digital pelo método DPPH.

As imagens capturadas durante as analises para determinacéo da atividade
antioxidante dos Oleos de plantas amazénicas, usando o sistema DIB, foram
tratadas com o programa (IMAGEJ, 2014) disponibilizado gratis para download na

internet. Esse software de dominio publico, escrito em Java, possui o codigo — fonte
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aberto, possibilitando alteracdo em sua arquitetura e também na sua interface,
conforme é mostrado na Figura 14.

Com o software ImageJ é possivel editar, analisar, processar, salvar e
imprimir imagens de 8, 16 e 32 bits. Além disso, programa ImageJ permite calcular
estatistica de valor de pixel em areas pré definidas da imagem e criar histograma de
densidade e parcelas de perfil de linha. O ImageJ suporta ainda fungbes de
processamento de imagem padrdo de contraste, nitidez, deteccdo de borda de
suavizacao e filtragem mediana.

Primeiro, o usuario seleciona a regido mais homogénea da imagem
desejada (Figura 14). As coordenadas da regido selecionada sao entéo
armazenadas para serem usadas em todas as outras imagens. O software verifica
todos os pixels (coluna por coluna) para extrair as componentes RGB de cada pixel
e calcular o valor médio, minimo e maximo para cada componente RGB, conforme
solicitado pelo usuério. Os resultados s@o exibidos em uma janela Figura 15 e, em

seguida armazenados no computador.

.~ .-

‘| 4 Imager - aw = 3
File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help 1
Baolc|o| <4 ts|AlQ|O)2] |swsfs|a] | =i

x=2290, y=230, value=137 132,128

[ | digitalizar0004,jpg lea] (o) ﬂ

Figura 14 — Interface do programa ImageJ utilizado para tratamento e selecao da area das imagens.
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4 Results ‘ ‘:"Eh_ o
File Edit Font Results

|channe| |mean |dee |5td.dev. | el
1 red 132368 134 13.395
2 green 129309 129 9747
d fblue 1268 686 128 9503

m

Figura 15 — Janela do programa ImageJ apresentando os resultados das analises das componentes
RGB da area selecionada.

2.6 Equacdes matematicas para conversdo das imagens em RGB

para HSV

Os valores das componentes RGB foram convertidos para o modelo HSV,
definidos pelos parametros matiz (H, Hue), saturacdo (S, Saturation) e luminancia
(V, value). A representacdo gréafica tridimensional do modelo é uma pirdmide

hexagonal derivada do cubo RGB Figura 16.

V (luminancia)
a

Amarelo
Verde (120°)

Ciano

Escala cinzi

H (matiz Angulo)

V=0 ’
(Preto) S (Saturaciao)

Figura 16 - Representacéo grafica do modelo HSV.
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A conversao do modelo RGB para o modelo HSV é feita por Equacéo 5:

(G—-B)
60*m,seM=R
He 60+ 4 190 seM=0
(M —m) '
60" | 240,56 M =B
(M —m) 5€ )
S — w,seMio
0, caso contrario
V=M

Onde m e M correspondem ao menor e maior valor entre as componentes RGB. A
luminéncia V estd normalizada entre 0 e 1. A matiz H varia entre 0 e 360 graus. Para
determinar a atividade antioxidante dos 6leos das plantas foram utilizados os valores
de S.

A capacidade de sequestro de radical livre foi calculado pela Equacgéo 3

descrita no item 2.3.
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CAPITULO 3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Escolha do comprimento de onda para as medidas por
espectrofotometria

A Figura 17 mostra o espectro obtido da mistura de 500 uL da solucdo DDPH

(0,3 mM), 500 pL solucéo de quercetina 40,00 pg/mL e 500 uL metanol.

0,9
0,8 1
0,7 -
0,6 -
0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2
0,1 -

0

Absorbancia

400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660

Comprimento de Onda (nm)

Figura 17 — Espectro obtido a partir da mistura do DPPH (0,3 mM) e padrdo quercetina (13,33
pg/mL).

Como pode ser visualizada na Figura 17, a solugdao DPPH/quercetina
apresenta um maximo de absorcdo entre 515 e 520 nm. Segundo Molineux (2004),
as medidas de absorbancia podem ser realizadas em 515, 516, 517, 518 e 520 nm.
Neste trabalho foi escolhido o comprimento de onda de 517 nm para determinar a

atividade antioxidante do padrédo e das amostras.
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3.2 Definigcdo dos parametros de medidas por espectrofotometria e
DIB

Para encontrar uma melhor relacdo entre o sinal de absorbancia e a
concentracdo do padrao/extratos metandlicos, variou-se as quantidades dos
reagentes: DPPH, padrdo/extrato e metanol, definindo as quantidades: 500 pL
(DPPH), 500 pL (padrao/extrato) e 500 pL (metanol) como 6timas. Além disso, foi
estudado também a influéncia da centrifugacdo do extrato em 2000 RPM,
verificando uma melhor reprodutibilidade das medidas quando o extrato era

centrifugado.

3.3 Determinacéo da atividade antioxidante por espectrofotometria
e DIB

Para avaliar a metodologia do DPPH construiu-se um grafico relacionando a
capacidade de sequestro (%CSs) do radical livre DPPH em funcdo da concentracdo

do padrado quercetina, Figura 18.
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Figura 18 — Capacidade de sequestro versus concentracBes do padrao quercetina. Medidas por
espectrofotometria (a) e por DIB (b).

Realizados os ajustes na metodologia do DPPH, a mesma foi empregada
para avaliar os extratos. Do mesmo modo, gréaficos relacionando a capacidade de

sequestro (%CS) do radical livre DPPH em funcdo das concentragbes das amostras
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foram construidos, com as medidas realizadas por espectrofotometria e por DIB

(FIGURAS 19 a 24).
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Figura 19 - Capacidade de sequestros versus concentracdes do 6leo do tucuma (améndoa).
Medidas por espectrofotometria (a) e por DIB (b).
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Figura 20 — Capacidade de sequestros versus concentragdes do 6leo do tucuma (polpa). Medidas
por espectrofotometria (a) e por DIB (b).
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Figura 21 — Capacidade de sequestros versus concentracdes do 6leo da andiroba. Medidas por
espectrofotometria (a) e por DIB (b).



52

100 4
90 -

a
v @
70
60 -
50 4
40 4
30
20 4
10 ~

%CS

0 20 40 60 80 100
Concentraciodo 6leo da améndoa do Cupuacu (ug/mL)

120

%CS

130 4
120 -
110 -
100 ~
90 -
80
70 -
60 -
50
40
30
20 4
1

10
0

(b)

0

10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100 110 120

Concentraciodo 6leo da améndoa do cupuacu (ug/mL)

Figura 22 — Capacidade de sequestros versus concentracdes do 6leo do cupuacu. Medidas por

espectrofotometria (a) e por DIB (b).
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Figura 23 — Capacidade de sequestros versus concentracdes do 6leo da copaiba. Medidas por

espectrofotometria (a) e por DIB (b).
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Figura 24 — Capacidade de sequestros versus concentra¢des do 6leo da castanha do brasil. Medidas

por espectrofotometria (a) e por DIB (b).

A capacidade de sequestro do

radical

DPPH foi

calculada com a

concentracdo dos extratos na ordem de pg/mL. Os resultados para %CSsp destes

extratos, obtidos das curvas das Figuras 19 a 24, bem como do padréo quercetina,

obtido da curva da Figura 17, estdo apresentados na Tabela 9. Os valores entre

parénteses representam os desvios padréo para trés determinacoes.
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Padrdo/Amostra

Quercentina
Tucuma (Améndoa)
Tucuma (Polpa)
Andiroba (Améndoa)

Cupuacu (Améndoa)

Copaiba (Resina)
Castanha do Brasil
(Améndoa)

Concentracédo %CSso (ug/mL)

Espectrofotométrica
1,42 (0,20)
60,21 (1,92)
35,65 (4,70)
24,84 (4,96)
78,10 (2,75)
27,59 (9,38)

25,84 (4,40)

DIB
5,18 (1,52)
34,95 (20,61)
193,18 (14,58)
35,30 (8,51)
36,84 (13,86)
83,76 (23,61)

49,34 (7,91)

Tabela 9 — Atividade antioxidante do padrao quercetina e dos 6leos das amostras.

Para efeito de comparacdo, os resultados obtidos pelo método DIB foram

avaliados em relacdo ao método espectrofotométrico. Embora os resultados obtidos

pelas duas metodologias (TABELA 9), via de regra, sejam discrepantes, a analise

baseada no teste t pareado nao indica diferenca significativa entre as metodologias

para um nivel de confianca de 95 %.



54

CAPITULO 4 - CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia baseada em imagens
digitais para determinacdo de atividade antioxidante de Oleo de plantas da regido
Amazonica. Utilizado como sistema de detecgcdo um scanner para obtencédo de
imagens

As determinacfGes das amostras foram feitas pelo sequestrador de radicais
livres DPPH com as medidas realizadas por espectrofotometria UV-Vis e DIB. Os
valores relacionados a cor das imagens digitais RGB, convertido para saturacédo do
sistema de cor HSV, aos quais estdo associados as emissdes no UV-Vis, guardam
uma relagdo linear com a concentracgao.

Diante dessa constatacao, propds-se um modelo matematico linear baseado
no conceito de saturacdo de cores do sistema HSV, e entdo, construido as curvas
analiticas DIB. Embora os resultados obtidos pela metodologia proposta (DIB), via
de regra, sejam discrepantes daqueles obtidos pela espectrofotometria, uma anélise
estatistica baseada em teste t pareado nao indica diferenca significativa entre as
duas metodologias para um nivel de confianca de 95 %. Por outro lado, os altos
desvios padrdao para os resultados obtidos pela metodologia DIB indica a
necessidade de ajustes no tratamento matematico das imagens.

Em relacdo a espectrofotometria, a metodologia DIB requer uma
instrumentacdo mais barata e, assim como a primeira, pode ser facilmente
automatizada pelo uso de analisadores automaticos (FIA, SIA, FBA).

A pesquisa contribuiu para o avan¢co da ciéncia e da tecnologia, como
também, abriu um leque de possibilidades futuras para pesquisas envolvendo a flora

Amazonica pelo uso de imagens digitais.
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4.1 Propostas futuras

Além de a pesquisa ser inédita no campo de determinacdo da atividade
antioxidante de Oleos de plantas amazbnicas, onde focalizou-se no uso de um
scanner como detector para obtencdo de sinais analiticos com maior sensibilidade.
Vantagens séo enfatizadas como economia de solucdes e reagentes, baixo custo de
equipamentos, por outro lado, a questdo do modelo matematico ndo foi bem
explorado no trabalho abrindo assim um leque para pesquisas futuras.

Para obtencéo de resultados ainda melhores utilizando a metodologia DIB,

pretende-se:

e Avaliar a influéncia do uso de diferentes pogos para construcdo da curva dos
valores de CS em funcao das concentracdes dos extratos.

e Reavaliar os procedimentos utilizados para tratar as imagens obtidas por
scanner, no que diz respeito a area selecionada para obtencdo dos valores
das componentes RGB.

e Reavaliar os calculos feitos para os valores de CS utilizando o sistema de cor

HSV.
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