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RESUMO

Neste estudo foram utilizadas a espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR-ATR), espectrofotometria por transmitancia e
espectroscopia fotoacustica, ambas na regido do ultravioleta-visivel, para identificacéo
e investigacdo de compostos bioativos de diferentes vegetais. Por mais que os
compostos bioativos sejam usualmente avaliados por técnicas de separacdo, as
espectroscopias vém ganhando um papel importante na analise destes compostos.
Esta foi a principal motivagéo para este trabalho, cujo objetivo principal foi investigar
trés diferentes amostras: residuo de fabricacdo de cerveja, a planta Maytenus ilicifolia,
conhecida como Espinheira-santa, e o fruto Pouteria campechiana (Canistel),
avaliando como as técnicas espectroscopicas poderiam contribuir primeiramente para
identificacdo dos compostos, e posteriormente estudar como estes variam mediante
ao processo de extracdo, no residuo de cerveja, com a irradiacdo de luz visivel, no
Canistel, e em diferentes partes da Espinheira-santa. Por meio da espectroscopia
FTIR-ATR identificou-se compostos fendlicos, proteinas totais e do triterpeno
friedelina, além do conteudo lipidico e a caracterizacdo de outros grupos quimicos nas
diferentes partes da planta Maytenus ilicifolia: cotilédone, plantula e folhas, além disso
com espectroscopia fotoacustica foi avaliado os niveis pigmentos presentes em cada
parte da planta. No residuo de fabricacdo de cerveja, regido espectral atribuida as
proteinas, os espectros de FTIR-ATR mostraram conformagfes de proteinas
apresentando dominancia das estruturas secundarias p-folha/volta. O Canistel foi
estudado na regido do ultravioleta-visivel, utilizando as espectroscopias de
transmitancia e fotoacustica, avaliando os efeitos da incidéncia de radiacdo visivel
(420nm), por meio das bandas de absor¢do nos compostos bioativos presentes em
sua polpa, mostrando ao menos dois processos de fotodegradacao. As trés técnicas
utilizadas mostraram alta aplicabilidade para andlise de compostos bioativos

independentemente do tipo de amostra.

Palavras-chave: espectroscopia FTIR-ATR, espectrofotometria no UV-Vis,

espectroscopia fotoacustica, compostos bioativos



ABSTRACT

In this study, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR-ATR),
transmittance spectrophotometry and photoacoustic spectroscopy, both in the visible-
ultraviolet region, were used to identify and investigate bioactive compounds from
different plants. As much as bioactive compounds are usually evaluated by separation
techniques, spectroscopy has gained an important role in the analysis of these
compounds. This was the main motivation for this work, whose main objective was to
investigate three different samples: brewing residue, the plant Maytenus ilicifolia,
known as Espinheira-santa, and the fruit Pouteria campechiana (Canistel), evaluating
how spectroscopic techniques could contribute firstly to identify the compounds, and
later to study how they vary according to the extraction process, in the beer residue,
with visible light irradiation, in Canistel, and in different parts of Espinheira-santa.
Through FTIR-ATR spectroscopy, phenolic compounds, total proteins and friedelin
triterpene were identified, in addition to the lipid content and the characterization of
other chemical groups in different parts of the Maytenus ilicifolia plant: cotyledon,
seedling and leaves, in addition to photoacoustic spectroscopy the pigment levels
present in each part of the plant were evaluated. In the brewing residue, the spectral
region assigned to proteins, the FTIR-ATR spectra showed protein conformations
showing dominance of -sheet/turn secondary structures. Canistel was studied in the
ultraviolet-visible region, using transmittance and photoacoustic spectroscopy,
evaluating the effects of the incidence of visible radiation (420nm), through the
absorption bands in bioactive compounds present in its pulp, showing at least two
processes of photodegradation. The three techniques used showed high applicability

for the analysis of bioactive compounds regardless of the type of sample.

Keywords: ATR-FTIR spectroscopy, UV-Vis spectrophotometry, photoacoustic

spectroscopy, bioactive compounds
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Capitulo 1

INTRODUCAO

Bons habitos alimentares sdo umas das vertentes importantes para garantir a
saude, na qual uma dieta equilibrada com alimentos de alto valor nutricional acaba
por promover aumento da imunidade [1]. Esse fato, também é conferido em uma
citacdo famosa, frequentemente atribuida a Hipocrates (400 aC), "Deixe seu alimento
ser o0 seu remédio e o remédio seja 0 seu alimento"”, usada para destacar a importancia
da alimentacdo para prevenir doencas. Dessa forma, com o crescente nimero de
fatores que afetam a qualidade da vida moderna, pesquisas com o propésito de
auxiliar a promocdo da saude sdo de grande importancia cientifica para a
conscientizacdo da populacao [1],[2].

De forma geral, os alimentos podem ser classificados como alimentos in natura
ou processados [3]. Os alimentos in natura podem ser obtidos diretamente na natureza
sem que sofram qualquer alteracéo, tais como plantas, leite, ou carnes de animais. Ja
os alimentos processados sdo aqueles que passam por um ou mais processos pré-
consumo, geralmente realizado por industrias alimenticias, as quais adicionam
conservantes, sal, acucar dentre outros produtos que tem funcéo de prolongar o prazo
para consumo [3]. Os alimentos podem ainda ser subclassificagdes de acordo com o
seu grau de processamento, tais como os alimentos minimamente processados, que
correspondem a alimentos in natura que passaram por algum tipo de processo simples
para consumo, seja lavagem, moagem, fermentacéo dentre outros processos. Outra

classificacdo se d& aos alimentos ultraprocessados, os quais possuem diversos
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Capitulo 1 - Introducao

conservantes, aromatizantes e corantes a fim de tornar o alimento pronto para
consumo [4].

Alimentos in natura sdo sempre encontrados como item da lista em pesquisa
de uma vida saudavel, entretanto, nem sempre € possivel ter esse tipo de alimento a
mesa. O consumo de alimentos adquiridos de forma virtual ou rapidas visitas aos
supermercados, tem feito com que os alimentos processados tomem cada vez mais o
lugar na dieta da populacéo. O tipo de processamento determina o perfil de nutrientes,
em geral, quanto mais processados, menor o seu valor nutricional e maior a
guantidade de substancias nocivas a saude [5], [6]. Alimentos minimamente
processados sdo uma boa alternativa para manter os niveis nutricionais dos
alimentos, e a extracdo pode ser incluida nas operagdes de processos. Maceracao,
infusdo, extracdo continua quente, extracdo assistida por ultrassom, fluido
supercritico, entre outras, sdo métodos de extracdo utilizados para obtencédo de
extratos vegetais [7]. Fatores como a parte do material vegetal, solvente, tempo e
temperatura influenciam na extracdo, e consequentemente na composicéo final do
produto [8], [9], até mesmo processos que nhdo envolvam extracdo como a
desidratacdo para obtencdo de um produto concentrado, pode resultar em alteracéo
dos compostos bioativos, quando comparados ao vegetal in natura [10], [11]. As
plantas possuem alta atividade fisiol6gica, por isso os brotos bem como toda sua
estrutura s&o ricos em compostos bioativos [12].

Compostos bioativos podem ser definidos como biomoléculas essenciais e ndo
essenciais encontrados na natureza, fazem parte de nossa cadeia alimentar podendo
ter efeito sobre a salde humana. Os compostos bioativos podem ser de origem
natural ou sintética, parcial ou total, e tem a habilidade de regular um ou mais
processos metabdlicos. Podem ser considerados compostos bioativos carotenoides,
compostos fendlicos, acido graxo poli-insaturado émega-3, algumas proteinas e
pigmentos [13]-[15]. Estes compostos sdo responsaveis por atividades bioldgicas
como antioxidante, antibacteriana e reducéo de niveis de colesterol, entre outros [16],
sendo de fundamental importdncia a realizacdo de estudos que permitam sua
identificacdo e quantificacdo em extratos vegetais, que possam vir a ser utilizados em
produtos alimenticios ou como produtos fitoterapicos.

O numero de estudos sobre compostos bioativos apresentou um aumento

significativo nos ultimos anos devido ao avanco dos métodos computacionais [17].
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Estes tipos de compostos passaram a ser analisados cada vez mais em nivel
molecular, sendo possivel a realizacdo de modelagem e triagem das moléculas
bioativas, processo este denominado "planejamento racional de compostos bioativos".
Desta forma, com base no crescente volume de informacfes disponiveis para
moléculas ja conhecidas em banco de dados publicos, € cada vez mais facil prever
algum tipo de certos compostos com uma biomacromolécula associada [17]. Esta
triagem computacional facilita a escolha dos compostos direcionando a escolha de
alvos para estudos empiricos [17].

Compostos bioativos sdo comumente avaliados por métodos de separacéo,
como cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS), pois muitos
destes compostos sdo polares e ndo volateis [18] ou ndo cromatograficos como
imunoensaios que se baseiam na deteccdo da presenca ou concentracdo de
moléculas, em solucdo, utilizando marcadores [19]. Ambas as metodologias
dependem da preparacdo da amostra utilizando solventes ou biomarcadores, que por
muitas vezes dificultam a identificacdo dos compostos bioativos. Uma alternativa a
estes métodos de avaliacdo muito utilizada sdo técnicas espectroscopicas, como a
espectroscopia de absorcdo Optica ultravioleta-visivel (UV-Vis) e a vibracional. Em
especial a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) tem
sua utilizacdo em ascensao em aplicacdes farmacéuticas, medicinais e alimentos na
caracterizagao de compostos bioativos em plantas e microrganismos [19], [20]. Por se
tratar de uma técnica cuja preparacéo das amostras € minimizada, ndo requer diluicdo
das mesmas, portanto ndo h& necessidade de utilizacdo de solventes, e
conseguentemente sem a geracao de residuos. Neste contexto, no presente trabalho,
estudou-se a aplicabilidade das espectroscopias fotoacustica, no UV-Vis e FTIR, com
diferentes métodos de andlise, para a identificacdo e caracterizacdo de compostos
bioativos, de compostos bioativos na planta espinheira-santa, na fruta Canistel e em
residuo de fabricacdo de cerveja (trub).

A espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) é nativa da América do Sul, sendo uma
planta amplamente utilizada por razdes fitoterapicas [21]. No Brasil a espinheira-santa
passa por risco de extincdo devido ao extrativismo realizado para a utilizacdo desta
planta para o uso medicinal [22]. Além disto, esta planta tem um tempo de
desenvolvimento de cerca de 3 a 4 anos, 0 que para muitos casos € um processo

demoroso, aumentando assim o tempo de exposicdo a extracdo e dificultando a
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obtencdo de novas plantas maduras [23]. A espinheira-santa € atualmente a Unica
planta fitoterapica aprovada pelo SUS para tratamentos fitoterapicos [24], destacando-
se sua utilizacdo como alternativa para tratamento de Ulcera péptica e seus efeitos
colaterais [24]-[26].

O canistel (Pouteria campechiana) é uma fruta nativa da América Central,
sendo encontrada majoritariamente no México [27]. A polpa do canistel possui uma
coloragdo amarelo-alaranjada que é rica em carotenoides com atividade provitamina
A [28], [29], possuindo regido em que possui maior absor¢do com méaximo de 420 nm
[30], [31].

Residuos de fabricacéo de cerveja tem alto valor nutricional, e tem sido utilizado
em alimentacdo animal, na produgcdo de fertilizantes ou sdo descartados [32].
Entretanto, na alimentacdo humana, devido ao seu amargor, a aplicacdo destes
residuos ainda € restrita. Processos quimicos e fisicos podem ser utilizados para
remocdo ou reducdo do amargor, porém € necessario monitorar as alteracdes
estruturais e quimicas no produto final [33]. As proteinas, também consideradas como
compostos bioativos, estdo presentes nestes residuos, e sdo amplamente estudadas
por técnicas espectroscopicas, as quais podem identificar proteinas e avaliar as
conformacdes proteicas [34].

Este trabalho tem como objetivo principal a identificacdo e caracterizacdo de
compostos bioativos presentes na espinheira-santa, no Canistel e no residuo de
fabricacdo de cerveja. Os objetivos especificos sao:

i) identificacdo e caracterizacdo de compostos bioativos no cotilédone,

plantula e folhas da espinheira-santa, utilizando as espectroscopias
FTIR-ATR e Fotoacustica;

i) estudar os processos de fotodegradacdo por meio das bandas
espectrais dos carotenoides com as espectroscopias Fotoacustica e de
transmitancia;

iii) estudar os efeitos do processo de extracdo para remoc¢do do amargor,
sobre o conteudo proteico do residuo de fabricacdo de cerveja com a

espectroscopia FTIR-ATR.

Para isto, nos capitulos que se seguem, serdo apresentados 0s conceitos

gerais de espectroscopia (com énfase na espectroscopia de transicdo eletrénica e
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vibracional), da instrumentacao utilizada nas técnicas e dos principais métodos de
analise utilizados. Em seguida serdo apresentadas, sucintamente, as preparacdes das
amostras. Na sequéncia, os resultados e discussdo obtidos para cada amostra
utilizando as diferentes técnicas e métodos de andlises. E finalmente, as conclusdes

e perspectivas futuras do trabalho.

18



Capitulo 2

FUNDAMENTACAO TEORICA

Este capitulo apresenta uma breve revisdo bibliografica acerca das técnicas
espectroscopicas de espectrofotometria e fotoacustica, na regido do ultravioleta-
visivel, e da espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier,

tratamentos mateméaticos em espectros de absor¢do e compostos bioativos.

2.1 Espectroscopia de absorcao

A espectroscopia pode fornecer informacgdes acerca da estrutura molecular do
material a ser investigado, quando submetido a interacbes com a radiacao
eletromagnética, resultando em efeitos de absor¢éo, espalhamento ou emissédo, que
podem ocorrer simultaneamente dependendo da composi¢cdo quimica do material e
da regido espectral de excitacao [35], [36].

Moléculas sdo capazes de absorver certos comprimentos de onda, pois a luz
absorvida tem o valor de energia necessario que seja excitada de um nivel de energia
para outro superior, assim, € possivel obter informacfes sobre os seus niveis de
energia, que por sua vez estao correlacionadas com detalhes especificos da estrutura
molecular [37]. Dentre as diversas técnicas espectroscopicas vamos destacar as
espectroscopias no ultravioleta visivel (UV-Vis) e no infravermelho médio (MIR).

Moléculas com liga¢gbes do tipo o absorvem em comprimentos de onda mais
energéticos do que o ultravioleta, ja os elétrons em ligacdes do tipo ™ podem ser

promovidos para niveis de energia mais elevados por meio da radiacdo UV-Vis, com
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comprimento de onda entre 200 a 800 x10° m. Desta forma a espectroscopia nesta
regido no espectro de radiacdo eletromagnética fornece informacdes da transicao
eletrénica de moléculas que contém ligagdes 1, além disso, se as ligagdes 11 forem
conjugadas o espectro de absor¢do no UV-Vis apresenta absor¢des em maior nimero
de diferentes comprimentos de onda, ou seja, maior numero de picos de absorcao.
Geralmente os picos de absor¢céo no UV-Vis se sobrepdem, produzindo um espectro
de absorcédo continuo. Os espectros podem ser visualizados por meio de graficos no
qual o eixo vertical é quantidade de luz absorvida por cada transicdo e o0 comprimento
de onda da luz absorvida é representado no eixo horizontal [37].

Compostos organicos coloridos a olho nu, sdo de cor intensa 0 que configura
um extenso sistema de ligagdes 1T conjugadas, tais como os pigmentos 3-caroteno e

clorofilas, que apresentam espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis (Fig 2.1-1).

Figura 2.1-1: a, b e c) estruturas moleculares da clorofila A, clorofila B e p-caroteno,

Espectro de Absorgao

Clorofila a
‘Clorofila b
\B-Caroteno

(@)

Absorcao de luz

h ]
350 400 450 S00 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)

) (d)
respectivamente. d) espectros de absorgao naregido do UV-Vis para as trés moléculas
descritas em a, b, e ¢c. Os quadrados em vermelho destacam a diferenca entre as
clorofilas A e B. Adaptado de [38].

Dois atomos ligados por ligagdes 0 sdo mantidos juntos por atracdo mutua,
devido ao par de elétrons compartilhado entre eles, separados por uma distancia fixa,
porém podem se movimentar periodicamente, se afastando ou se aproximando um do

outro de forma simétrica ou assimeétrica, estas sdo vibra¢des do tipo estiramento.
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Quando a molécula nao é linear pode executar vibracdes angulares, no plano e fora
do plano também de maneira simétrica ou assimétrica, estas séao as vibracdes do tipo
deformacéo ou também chamadas de flexdo. Ambas as vibragfes de estiramento e
deformacéo representam diferentes niveis de energia de uma molécula, as quais
correspondem a comprimentos de onda na regido do infravermelho médio (MIR) no
espectro de radiacdo eletromagnético, entre 2,5 a 25 x10°® m. Nas regides de
infravermelho préximo (NIR) (0,8 x10° a 2,5 x10® m) estdo os modos de vibragéo
combinados e harmdnicos e infravermelho longinquo (FAR) (25 x10° a 300 x10® m)
os modos de rotacdo dos niveis de energia moleculares [39], [40]. Tal como na
espectroscopia no UV-Vis os espectros podem ser analisados por meio de graficos
sendo as bandas referentes aos modos de vibragdo ou rotacdo da molécula.

Os espectros de absor¢cao no infravermelho apresentam maior quantidade de
bandas, as quais tem forma mais estreitas quando comparadas as bandas nos
espectros de absorcao no UV-Vis, a Fig. 2.1-2 mostra os espectros de transmitancia

para a clorofila e o B-caroteno.
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Figura 2.1-2 Espectros de transmitancia naregido do MIR: A) Clorofila e B) B-caroteno.
Os grupos quimicos estdo mostrados junto aos espectros. Adaptada de [41], [42].

A aquisicdo do espectro de um material tanto na espectroscopia no UV-Vis
guanto no MIR pode ser via montagem experimental construida pelo experimentador
ou equipamentos comerciais, ambos podem ser chamados de espectrémetros, que
sao constituidos basicamente, por uma ou mais fontes de radiacdo eletromagnética,
elementos oOpticos, detectores e computador com programa computacional que coleta
o dado espectral. Em geral os espectrdmetros de UV-Vis séo dispersivos, enquanto
no MIR sé&o interferométricos. Nos dispersivos, uma estreita faixa de comprimento de
onda da radiacdo emitida pela fonte, com largura na ordem de nanémetros, excita o

material, gerando a interacéo radiacdo-matéria a qual pode resultar em mecanismos
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como absorcao, espalhamento, reflexdo ou absorcdo no comprimento de onda de
excitacdo seguida de emissdo em outro comprimento de onda. No caso dos
espectrometros interferométricos, todo o espectro eletromagnético da fonte incide no
material sem ser separados, porém com intensidade ou fase, para diferentes
comprimentos de onda, modulados pelo efeito de interferéncia. Da mesma forma que
nos equipamentos dispersivos também podendo ocorrer a interacao radiagcdo-matéria
por um ou mais mecanismos, a diferenca fundamental € que para obter a resposta
dos sensores a esta interacdo é necessario o tratamento matematico utilizando a
transformada de Fourier.

A posicao e tipo de sensor utilizado para coletar a resposta da interacao
radiacdo-matéria depende do tipo de mecanismo que ocorreu entre 0 material e a
radiacao emitida pela fonte. Quando ocorre a absorcédo, o detector € posicionado apés
a amostra coletando o que nao foi absorvido pela amostra, originando um espectro de
transmissao. No espalhamento, reflexdo ou emissdo o detector ou detectores séo
posicionados em direcao a superficie da amostra que sofreu a incidéncia da radiacédo
da fonte, geralmente de forma que a luz incidente da fonte n&o retorne diretamente ao
detector, ou seja, o feixe incidente e o oriundo da intera¢cdo ndo séo colineares.

A resolucdo dos espectros obtidos com relagdo ao comprimento de onda
detectado depende da qualidade 6tica dos componentes 6ticos, forma e tamanho da
abertura que delimita a area de deteccdo do sensor, bem como, da tecnologia
empregada nos programas computacionais de aquisicdo de dados. Os algoritmos
matematicos utilizados para a aquisicdo de dados também contribuem para a melhora
da relacao sinal-ruido do sinal detectado.

A deteccdo da absorcdo ainda pode se dar de forma indireta, na qual é
detectada a perturbacdo que causa na amostra, como no caso da espectroscopia
fotoacustica. Nesta o feixe de luz da fonte, regido do UV-Vis, é dispersado e modulado,
e entdo direcionado a amostra que esta condicionada em uma célula, chamada de
célula fotoacustica, que pode ser aberta ou fechada. No caso da célula fechada ha um
microfone acoplado que é sensibilizado pela variagéo periodica da presséo do gas no
interior da célula devido ao calor gerado na amostra em decorréncia da absorgéo do
comprimento de onda incidente.

Na regido do MIR é mais comum espectrometros constituidos de

interferdmetros, nos quais, geralmente, a radiacdo da fonte € direcionada a um
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interferdbmetro composto por um divisor de feixe e dois espelhos, um fixo e um movel.
O feixe de luz da fonte incide primeiramente no divisor de feixe, que reflete e transmite
parte dele, e os feixes refletidos e transmitidos s&o direcionados cada um para um
espelho, sao refletidos novamente, atingindo o divisor de feixe, e a parte da radiagéao
que foi transmitida incide na amostra. Quando o espelho mével de movimente os
feixes refletidos pelos espelhos podem estar em fase ou fora de fase, como o
movimento do espelho é periddico ha a formagéo de um interferograma, ou seja, sinal
que atinge o sensor apoOs atravessar amostra, no caso da absorgdo, apresenta
variacdo de intensidade periddica. Este interferograma é entéo transformado em um
espectro por meio de uma transformada de Fourier, que ocorre nos programas
computacionais de aquisicdo de dados. Nesta regido é comum encontrarmos
espectros expressos em nimero de onda, com unidade cm-%, ao invés de comprimento
de onda, isso porque a energia associada a um féton em um comprimento de onda

especifico é necessaria para correlacionar o espectro com nivel energético molecular.

2.2 Métodos de analise de espectros

Muitas vezes o0s espectros obtidos tanto na espectroscopia no UV-Vis ou IR
apresentam contribuicdes de condi¢cbes experimentais ou de algum outro mecanismo
de interacdo radiacdo-matéria que ndo é o alvo da deteccao, estes fatores podem
dificultar a andlise do espectro. Apoés fazer uma configuracdo adequada para a coleta
do espectro minimizando as contribuicbes experimentais, pode se optar por fazer
tratamentos matematicos no espectro, entretanto € muito importante ressaltar que o
tratamento matematico nao pode alterar a caracteristica do espectro, principalmente
com relagdo a posi¢cdo das bandas. Vamos apresentar alguns dos tratamentos
matematicos, os quais foram utilizados neste trabalho, que podem ser aplicados em

espectros da espectroscopia no UV-Vis e IR.

2.2.1 Pré-tratamentos:
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)] Correcéo da linha de base

Ha varios métodos para correcao de linha de base, tais como, ajuste por funcao
polinomial, interpolacdo ou derivacdo em 12 ordem, que podem ser realizadas de
forma manual ou por programas computacionais especializados. A correcdo de linha
de base consiste em subtrair as contribuices ndo desejaveis do espectro. A subtracdo
de uma funcéo polinomial € comumente usada em correcdo de linha de espectros
tanto no UV-Vis quanto no IR, consiste na escolha de pontos (comprimentos de onda)
como base e de uma funcéo polinomial que se ajusta através destes pontos, a funcao
gerada € subtraida do espectro eliminando ou minimizando as contribuicbes
indesejaveis [43], [44]. Dependendo da contribuicdo que manipula o espectro da
amostra pode-se optar por outras funcdes como gaussianas. A Fig. 2.2-1 ilustra a
correcdo de linha de base de um espectro de uma amostra ficticia A.

Correcéo de linha de base com func¢éo polinomial

03 F — A
—— Linha de base

—— "A" corrigido com a linha de base

0,25

0,20

0,15

0,10

Intensidade (u.a.)

0,05

e

0,00
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Figura 2.2-1. Espectro da amostra A puro (linha preta), linha de base gerada (linha

vermelha) e espectro A corrigido com a linha de base (linha azul).

i) Normalizagdo
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A normalizacdo em espectros auxilia na investigacdo de diferentes espectros,
gue geralmente se trata de uma mesma amostra alvo, porém com algum parametro
variante, tal como, concentracao, temperatura, tempo de exposi¢ao, poténcia da fonte
de excitacdo, entre outros. Estes fatores podem acarretar diferentes niveis de
intensidade aos espectros. Existem diferentes maneiras de normalizar um espectro,
tais como por vetor, maximo-minimo, utilizando o desvio padrdo e normalizacdo na
banda [44]. Vamos destacar entre eles a normalizacdo na banda e por vetor de
normalizacé&o.

Na normalizacdo na banda a intensidade correspondente a frequéncia
(comprimento de onda) central da banda, ou seja, a frequéncia na qual se tem a
méaxima intensidade € usada como referéncia, e todas as intensidades do espectro

sao divididas pela intensidade de referéncia,

Ing="%i=12..,N (1)
sendo In; a intensidade normalizada, I; a intensidade do espectro e P a intensidade
de referéncia.

Ja& na normalizacdo pelo vetor, deve-se inicialmente calcular a norma do

espectro, definida como:

norma = \JI2 + 12 + -+ 12 (2)
e depois dividir cada intensidade correspondente a cada comprimento de onda do

espectro pela norma

Inj=——3i=1.2,..,N 3)

norma’

A Fig. 2.2-2 ilustra a diferenca entre as duas metodologias de normalizacdo

para duas amostras A e B ficticias.
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Figura 2.2-2: A esquerda mostra a normalizacdo dos espectros pela norma e a direita
pela intensidade maxima. As linhas continuas sdo os espectros sem tratamento

matematico de A e B e os pontos sdo os espectros de A e B normalizados.

2.2.2 Tratamentos de espectros de biomoléculas:

Apresentaremos alguns tratamentos matematicos que podem ser realizados
em espectros de biomoléculas, considerando que possuem estruturas moleculares
muito complexas que em trabalhos cientificos, geralmente, estuda-as sob algumas
variacfes, tais como de iluminacdo, temperatura ou concentracdo, entre outras
possibilidades. Os parametros obtidos por meio dos tratamentos podem ser avaliados

em funcéo destas variacoes.

i) Avaliagao da Intensidade da banda

A maior intensidade se localiza na posicéo central de uma banda, esta posi¢cao
€ a energia referente a uma transicao entre dois niveis, sejam eletrénicos, vibracionais
ou rotacionais, em se tratando de UV-Vis e IR podendo ser de uma molécula ou de
atomos. A intensidade relativa a transicao energética € proporcional a quantidade de

moléculas ou atomos que estéo sofrendo essa transicao. Entretanto por se tratar de
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uma banda com largura determinada, isto implica que a vizinhanca quimica referente
a esta transicdo esta contribuindo com a forma da banda, assim, quanto maior a
quantidade de moléculas ou 4tomos, maior é a interacdo quimica entre eles. Porém
essa vizinhanca quimica ndo transita entre 0s mesmos niveis energéticos da posi¢ao
central da banda, e sim com “pequenas” diferencas entre o nivel mais baixo e o mais
alto, ocasionando em uma largura, a qual configura a banda em um espectro [45]. A
Fig. 2.2-3 mostra as intensidades em algumas posi¢cdes dos espectros das amostras
ficticias A e B.

Desta maneira, avaliar de forma direta somente a intensidade de uma banda
pode nao fornecer a informacéo precisa sobre a quantidade ou concentracdo de uma

determinada espécie quimica.
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Figura 2.2-3: Espectros das amostras A e B. As linhas pontilhadas indicam a posi¢éo

central das bandas. I e Iz sd0 os valores das intensidades em cada ponto do espectro.

iv) Avalicdo da area da banda:

Diante da dificuldade na investigag&o da intensidade da banda, pode-se optar
pela avaliacdo da &rea da banda, sendo este parametro mais representativo da
guantidade ou concentracdo da espécie quimica alvo do estudo, pois tanto a

intensidade quanto a largura contribuem para area da banda. A area pode ser obtida
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por meio do calculo por integracdo da area sob a curva ou ajustando uma funcgéo
matematica que corresponda ao dado experimental, e que um ou mais de seus
parametros fornegam de forma direta ou indireta a area da banda, como no caso de
funcBes gaussianas ou lorenzianas, as quais discutiremos mais a frente. A Fig. 2.2-4

ilustra a area calculada sob a banda dos espectros das amostras ficticias A e B.

A "
—B A = 62,91

02

A, =51,14

Intensidade Normalizada

T T T B R
2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

Comprimento de onda (nm)

0,0 =",
2200 2400

Figura 2.2-4: Espectros das amostras A e B. Em colorido estdo mostradas as areas sob
as bandas em destaques. A linha pontilhada indica a posicdo do méaximo de
intensidade nabanda. Ax e Ag s80 0s valores das areas obtidas sob a curva por método

de integracéo.

V) Segunda derivada no espectro

Outra ferramenta matematica bastante utilizada na espectroscopia é a
aplicacao da segunda derivada nos espectros que fornece com maior exatidao o valor
da posicao central da banda. A Fig. 2.2-5A mostra o espectro e Fig. 2.2-5B a sua
segunda derivada. Os pontos de minimo na segunda derivada indicam 0os maximos
no espectro. Nota-se que ha mais pontos de minimo na segunda derivada do que
maximos no espectro da amostra “A”, da mesma maneira que ha uma intensificacao
da posicao central da banda, também ha para o ruido. A posicéao central da banda

mais evidente na 22 derivada é para a banda centrada em 2924 nm, ja para a banda
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em 3325 nm nédo fica tdo evidente o minimo. Esta é uma propriedade da derivada
guando aplicada em bandas mais alargadas. Outra ferramenta utilizada junto com a
22 derivada para minimizar os ruidos que se maximizam € aplicacdo do método de

suavizagao para eliminar componentes de alta frequéncia.

Intensidade
Normalizada

._[ | .|h| |u|.'”'| |
THIINE |'1i'

22 derivada

2% derivada I
—— Suavizaclo 5G da 22 l
derivada (20 pts)

. [ ! . . !
2025 2250 2700 20925 3150
Comprimento de onda (nm)

|
3375 3600

Figura 2.2-5: A) Espectro daamostra A. B) Segunda derivada do espectro A, alinhaem
vermelho mostra a suavizagdo da segunda derivada pelo método Savitzky-Golay com
20 pontos. As linhas verticais tracejadas indicam a posi¢cdo de maximo no espectro e

minimo na segunda derivada.

Vi) Deconvolucéo espectral

Em muitos espectros, h4 a sobreposicdo de contribuicbes que ndo sao
possiveis de serem visualizadas em uma simples inspecdo visual, nestes casos
podemos utilizar a deconvolugéo espectral. Este método tem por hipotese que os
espectros estdo convolucionados (sobrepostos). As fun¢cdes matematicas utilizadas,
possuem forma da curva similar a banda espectral, que quando combinadas resultam

em uma curva que sobreponha ao dado experimental. Cada uma das funcgdes
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utilizadas representa uma contribuicdo espectral, que de modo geral, apresentam-se
sobrepostas, 0 que torna esse método de deconvolugcdo muito util desde a
caracterizacdo até posterior analise espectral. Neste procedimento, as func¢des
matematicas mais utilizadas na espectroscopia UV-Vis e IR sdo gaussianas,
lorenzianas ou pseudo-voigt [46]. Como exemplo, destacamos a funcdo gaussiana

descrita matematicamente por:

xX—X¢

Y= Yot s e~ 2(%) (10)

sendo A a é&rea sob a banda, o a largura da banda, Xxc a posicdo da méaxima

intensidade (posicao do centro da funcdo gaussiana em X) e yo a posicao de offset

com relagdo a intensidade. A Fig. 2.2-6 ilustra a forma de fung&o gaussiana.

(x,y)

- W -
5 : \ Area
~ FWHM ~
(vsy) /2 -
yg_ Al ; _
-g Xc o
Yo = yo + A FWHW
c 0 w=——
wym/2 Vin 4

Figura 2.2-6 llustracdo da forma da funcdo gaussiana utilizada para a deconvolucéo
dos espectros. sendo A aareasob acurva, w alargura, FWHM é alargura a meia altura,
Xc a posicdo da maxima intensidade (posicdo do centro da fungdo gaussiana em x) e

Yo a posicao de offset com relacdo a intensidade.

Como ja mencionado, € comum na espectroscopia no UV-Vis que 0s espectros
(interferbmetros) sejam exibidos em graficos com o eixo horizontal em comprimento
de onda — dominio dos espacos (x), com unidades nm ou um -, porém ao se utilizar
a deconvolucao espectral o ideal é utilizar em nimero de onda com unidades em (cm-
1), devido a simetria da distribuicdo de energia de transicédo eletronica.
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A Fig. 2.2-7 ilustra a deconvolucdo com funcbes gaussinas do espectro da
amostra ficticia A. As gaussianas estdo indicadas por G1, G2 e G3, as quais
corresponderiam a componentes da amostra A que contribuem no espectro. E
importante ressaltar que quanto maior o nimero de fun¢cdes matematicas utilizadas,
mais representativa sera a soma delas com relacdo ao dado experimental, entretanto
a cada uma das funcdes deve-se atribuir sua contribuicdo com relagcdo a composicao
da amostra ou ao efeito gerado mediante alguma alteracdo na mesma. A tabela que
acompanha a Fig. 2.2-7 mostra os valores aproximados obtidos do ajuste, e com

esses valores é possivel investigar variacdes nos espectros em um conjunto de

amostras.

> A )

= Area  FwHM Centro
© G3 CnTl
E — Soma das fungdes Gn (u.a) (u.a.) ( )
s
: Gl 648 3610 5307
c
(0]
g G2 | 70 1260 2912
w
c
[)
E G3 | 76 3254 2746

L L 1 L 1 - 1
3846 3571 3333 3125 2041 2778

Ntmero de onda (cm™)

Figura 2.2-7: llustracédo da deconvolucéo espectral com ajuste de fun¢cdes gaussianas
ao espectro daamostra A. G1, G2 e G3 séo as curvas das funcdes gaussianas e alinha
continua em vermelho é a soma das trés fun¢cdes gaussianas. A tabela mostra os
valores aproximados obtidos do ajuste tedrico para cada gaussiana.

vii)  Analise multivariada

Analise de area, intensidade ou razdes de intensidade ou areas obtidos dos
espectros sdo considerados dados univariados, porém muitas vezes, a literatura
refere-se aos espectros constituidos por milhares variaveis (comprimentos de onda) e

medidas (objetos ou observacdes) como dados multivariados, e como método de
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investigacao utiliza-se a analise multivariada. Este método estatistico, analisa mais de
uma variavel por vez com o objetivo de reducéo, agrupamento e classificacdo das
observacgfes e modelando possiveis relacdes com as varidveis. Dentre os diferentes
métodos de analise multivariada aplicados a espectroscopia, destaca-se a Analise de
Componentes Principais (PCA) [47]. Busca-se na PCA reduzir o conjunto de variaveis
em um grupo menor de componentes ortogonais entre si e, portanto, independentes
na direcdo de maior variagdo. Assim, ha a redugéo da dimensionalidade e se mantém
as informacdes mais significantes para as analises. Estas componentes s&o
chamadas de componentes principais (PCs) [47], [48].

A PCA tem como principais vantagens: retirar a multicolinearidade das
variaveis, pois permite transformar um conjunto de varidveis originais
intercorrelacionadas em um novo conjunto de variaveis nao correlacionada (PC). Além
disso, reduz muitas variaveis a eixos que representam algumas variaveis, sendo estes
eixos perpendiculares (ortogonais) explicando a variacdo dos dados de forma
decrescente e independente. As desvantagens da PCA sé&o: os outliers (pontos fora
da curva), ndo recomendado quando se tem duplas auséncia (muitos zeros na matriz)
e dados ausentes. A PCA também néo é recomendada quando se tem mais variaveis
do que unidades amostrais [48], [49].

Para dar continuidade sobre a compreensédo da PCA, considere as variaveis
X1,X5.... %Xy, €m cada n individuo (amostras) em uma populacdo. Este conjunto,

m X n medidas, origina uma matriz de dados X(m X n), escrita da seguinte forma:

X11 - Xin
X =13 =~ (11).

Xmi o Xmn

Deseja-se transformar linearmente a matriz X em uma matriz Y com as mesmas

dimensdes m X n, para isso multiplica-se por uma matriz P(m X m):

Y = PX (12)
A equacéo (11) apresenta uma mudanca de base. Se interpretar as linhas de
P como vetores p,,p,,....,Pm € as colunas de X com vetores x4, x,,....,X,, tem-se a
matriz Y
PiX1 = P1Xn
Y=PX->Y = 5 5 (13)
PmX1 ° PmXn
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O produto interno p;x;, representa que os dados originais presentes na matriz
X estédo sendo projetados para a matriz P, ou seja, oS vetores py,pz,...., Pm S0 as
novas bases para representar as colunas de X. A PCA define independéncia
considerando a variancia dos dados na base original. Ela procura nao correlacionar
os dados originais, mas encontrando as direcdes nas quais a variancia € maximizada.
Em seguida, utiliza essas direcbes para definir uma nova base. Entdo, a matriz
transformada Y deve exibir as caracteristicas da matriz de covariancia Cy [48],[49]. A

matriz de covariancia dos dados originais, Cy, € dada pelo seguinte produto matricial:

Cy = xxT 14

x =7 (14)
1 [xxl e xqxq

Cy = : : 15

X=TT7 . . (15)
XmX1 ° XmXm

Na qual n na matriz, equacdao (15), representa o numero de medidas. Nessa matriz
€ possivel observar que no produto xiij gue se encontram na diagonal, tem-se a
medida da variancia enquanto fora da diagonal apresenta a medida da covariancia.
Essa medida pode ser compreendida como a correlacdo que existe entre duas
variaveis. O método PCA tem por hip6tese fundamental de que as varidveis na matriz
transformada Y devem ser menos correlacionadas possivel. Isso equivale a dizer que
as covariancias de diferentes variaveis na matriz Cy devem ser o mais préximo
possivel de zero. Por outro lado, grandes valores de variancia nos interessam, uma
vez que correspondem a dinamicas interessantes no sistema. Portanto, tem-se 0s
seguintes requisitos para construir a matriz de covariancia, Cy:

1. Maximize o sinal, medido pela variacdo (maximize as entradas diagonais).

2. Minimize a covariancia entre as variaveis (minimize as entradas fora da

diagonal).

Assim, chega-se a conclusdo de que com a covariancia minima (quase zero),
busca-se a matriz diagonal, Cy, logo se deseja ter uma matriz transformacgéo P que

diagonalize Cy. Assim, é possivel obter os seguintes resultados:

Cy = ! YYT - C =L(PX)(PX)T—>C =;(PX)(PTXT)
Y "n-1 Y " n-1 Y " n-1
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1 1
— T\ pT — T
Cy =— P(XX")P" - Cy = ——PSP (16)

Em que S = XXT é uma matriz simétrica de m x m. Utilizando do teorema da
algebra linear que afirma que toda matriz quadrada € ortogonalmente diagonalizavel.
Logo S fica:

S = EDET (17)

Na qual E é uma matriz ortonormal, m X m, com as colunas sendo 0s
autovetores de S e D € uma matriz diagonal possuindo os autovalores de S.

Tendo esses conceitos em consideracéo, pode-se fazer a escolha da matriz de
transformacéo P, sendo esta a matriz de autovetores de S, assim:

P=ET (18)

Substituindo as equacoes (18) e (17) em (16) tem-se:

1 1
Cy = TlPSPT - Cy = mET(EDET)E (19)
Como EET =1, com I sendo a matriz identidade, encontra-se o seguinte
resultado:
Cy = ! D 20
v=—— (20)

A matriz D fornece as componentes principais PC. Com esse método, obtemos
informacgdes sobre a importancia relativa de cada componente principal das variacdes.
A maior variacdo corresponde ao primeiro componente principal, a segunda maior ao
segundo componente principal e assim por diante. Isso, portanto, nos da um método
para organizar os dados na diagonal. Uma vez que se obtém os autovalores e
autovetores de S = XX7, classifica-se os autovalores em ordem decrescente e os
coloca na ordem da diagonal de D. Os componentes principais (as linhas de P) sé&o
os autovetores da matriz de covariancia, XX, e as linhas estdo em ordem de
'importancia’, dizendo como é “principal” cada componente. Estas componentes séo
chamadas de componentes principais (PCs) [49].

A PCA aplicada a espectroscopia requer que a matriz X seja organizada de
modo que as linhas sejam as amostras e as colunas as variaveis, ou seja, as
intensidades das bandas dos espectros, neste caso é necessario transpor 0sS

espectros transformando colunas em linhas. A primeira componente principal (PC1)
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apresenta maior variacdo no conjunto de dados, a segunda (PC2) é ortogonal a
primeira, descrevendo o maior percentual de variacdo nao explicada pela PC1, e
assim por diante. Outro parametro fornecido pela PCA s&o os escores que
representam as coordenadas das amostras no sistema de eixos formados pelos
componentes principais, mostrando a similaridade entre as amostras. O parametro
peso, também fornecido pela PCA, sdo os cossenos dos angulos entre as variaveis
originais e os PC’s, que permitem avaliar quais variaveis mais contribuem para o
agrupamento das amostras [50]. Esta analise multivariada permite agrupar amostras
por meio das bandas presentes nos espectros, e ainda observar qual a regido
espectral que mais contribuiu para este agrupamento.

E importante salientar que anterior aos tratamentos matematicos aos espectros
o ideal € que se tenha a identificagdo das bandas do espectro, o que geralmente é
feito por meio de reviséo bibliografica. O método da segunda derivada também auxilia
na visualizacao de contribuicbes nos espectros que estejam sobrepostas. Além disso,
a utilizacdo de modelagens moleculares, como a Teoria do Funcional da Densidade
(DFT) tem sido muito utilizada na espectroscopia para identificacdo das contribuicoes
espectrais de compostos complexos.

Com os tratamentos matematicos apresentados foi possivel estudar diferentes
amostras, em sua grande parte plantas, extratos de plantas, frutos e residuos da
industria alimenticia. A correlacdo entre as diferentes amostras foi a utilizacao de
técnicas espectroscopicas na regido do UV-Vis e MIR buscando avaliar componentes

similares em suas composi¢cfes, assim chegamos aos compostos bioativos.

2.3 Compostos bioativos

Compostos bioativos variam bastante em estrutura quimica, bem como, em
suas func¢des bioldgicas, sendo em sua maioria substancias organicas presentes no
reino vegetal. Carotenoides, flavonoides, esterois vegetais, acidos graxos, 6mega-3 e
compostos fendlicos, sao alguns exemplos de compostos bioativos [15]. Em geral, ndo

tem fungbes essenciais como 0s nutrientes, porém desempenham papéis como
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atividade antioxidante, antibacteriano, antiviral, atua no equilibrio do nivel hormonal e
estimulacao do sistema imune [51]. A busca por conhecimento sobre eficacia de dietas
alimentares e seu impacto em nossa saude, em niveis moleculares, tem mudado as
estratégias alimentares dos seres humanos, ndo hé a procura somente por nutrientes
adequados para suprir as necessidades metabdlicas, mas também para melhora da
saude humana.

Neste viés, estudos em compostos bioativos tem sido alvo de diferentes areas do
conhecimento, sendo uma grande parte com o objetivo de detectar os compostos em
alimentos in natura, extratos ou até mesmo em alimentos processados. A seguir
fazemos uma breve apresentacdes sobre alguns compostos bioativos, que foram
estudados por meio das técnicas espectroscopicas empregadas neste trabalho.

Os principais compostos bioativos relevantes para a dieta humana s&o os
carboidratos nao digeriveis, esteroides vegetais e fito estrégenos bem como os
compostos antioxidantes, dentre eles os carotenoides [33], [52].

Os carotenoides podem ser divididos em duas subclasses: xantofilas e carotenos
(Fig. 2.2-9). Carotenos contém somente a&tomos de carbono e hidrogénio enquanto as
xantofilas possuem oxigénio nos grupos funcionais. Estdo presentes em plantas como
pigmentos e antioxidantes, e estudos epidemiol6gicos sugerem que uma dieta rica em
carotenoides diminui a incidéncia de doencas cardiovasculares, catarata, cancer e

outras doengas degenerativas [53].
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Figura 2.3-1: Estrutura quimica de alguns carotenoides. Adaptado de [54].

A estrutura quimica dos compostos fendlicos consiste em ao menos um anel

de benzeno, o qual esta ligado a um ou mais grupo hidroxila (Fig. 2.2-10). Outros

grupos funcionais, tais como, ésteres ou acidos carboxilicos podem também estar

ligados. Dependendo da configuracdo quimica os compostos fendlicos podem ser

agrupados em varias familias, por exemplo, &cidos fendlicos, flavonoides e taninos.

Estes compostos sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes, reducéo do

risco de doencas cardiovasculares, atua como agente antibacteriano, antiviral e anti-

inflamatorio [55].
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Figura 2.3-2: Estrutura quimica de diferentes grupos de compostos fendlicos.
Adaptado de [56].

A clorofila € um dos mais valiosos compostos bioativos que pode ser extraido da
maioria das plantas e algas. E utilizada como corante natural em alimentos e tem
propriedades antioxidantes e antimutagénica. Ha dois tipos principais de clorofila,
conhecidas como a e b, a estrutura quimica de ambas € constituida de um macrociclo
tetrapirrélico (formado por quatro anéis pirrdlicos), ligados por ligagcdes metinicas (-
CH-), que possui no seu centro um ion de Mg?* (Fig. 2.2-11). Na clorofila b o grupo
metil existente no anel Il da clorofila a € substituido por um grupo aldeido. Com
diferenca estrutural a clorofila a apresenta cor azul/verde enquanto a clorofila b € um
pigmento verde/amarelo [57].
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Figura 2.3-3: Estrutura quimica da clorofila a e b. Adaptado de [58].

Carboidratos desempenham um papel essencial na biologia humana e na
prevencdo do desenvolvimento de doencas, porém ainda sdo poucos explorados
como fonte de compostos bioativos para uso como alimentos funcionais ou
farmacéuticos. Os carboidratos tem formula quimica geral Cx(H20)y e sé&o
classificados em monossacarideos, mais simples e oligossacarideos e
polissacarideos, mais complexos (Fig.2.2-12). Pesquisas em carboidratos bioativos
indicam que polissacarideos como quitina e a quitosana utilizadas com alimentos
funcionais mostraram eficiéncia contra a obesidade, propriedades anticoagulantes e
efeitos probidticos, ou seja, por ndo serem digeridos estimulam a proliferacdo ou

atividade de populacdes de bactérias desejaveis no célon [59], [60].
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Figura 2.3-4: Estruturas quimicas de alguns carboidratos. Adaptado de [61].

As proteinas, junto com carboidratos e gorduras, sdo trés compostos bioativos
classificados como macronutrientes obtidos em alimentos. S&o fonte de energia e
aminoacidos, essenciais para nosso crescimento e manutengdo do corpo. Do ponto
de vista funcional afetam as propriedades fisico-quimicas e sensoriais de varios
produtos alimenticios, pois sédo utilizadas, como por exemplo, como emulsificantes
ligando-se a &gua ou gordura e alterando textura, sabor e aparéncia. Sao
macromoléculas formadas pela unido sucessiva de aminoacidos, compostos que

possuem em sua cadeia principal uma ligacao peptidica entre um grupo amino e um
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grupo carboxilico, e uma cadeia lateral na qual se situa um radical (Fig. 2.2-13). Uma
dieta proteica € uma fonte de peptideos biologicamente ativos, que sao liberados
durante a digestédo gastrointestinal ou no processamento de produtos alimenticios, e
que vez liberados em nosso corpo, podem atuar como reguladores de hormdonios,
obesidade, entre outros. As proteinas bioativas podem ter origem animal, como as
imunoglobulinas presentes no leite, ou vegetal, como na soja [62], [63]. As proteinas
séo fontes de peptideos bioativos uma vez que estes podem ser obtidos por efeitos
proteoliticos. A proteose de proteinas a peptideos menos complexos podem acontecer
por diversas formas diferentes no interior celular, entretanto muitos processos
industriais simulam estes processos com a finalidade de obter peptideos bioativos.
Estes por sua vez podem possuir diversas atividades importantes para Nnosso
organismo, agindo como agentes neurotransmissores, hormonais e reguladores, além
de outras funcdes ndo apresentadas pelas proteinas originais, tais como atividade

antioxidante, atividade antimicrobiana (AMPSs), atividade anti-hipertensiva. [64]-[66].
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Figura 2.3-5: Estrutura priméria de uma proteina. A) sequéncia linear de aminoacidos,
ndo havendo nenhuma ramificagdo. B) Terminal amino (destacado em vermelho) e
terminal carboxilico (destacado em verde). Adaptado de [67].

Para determinacdo dos compostos bioativos de géneros alimenticios,
comumente, sédo utilizados métodos quimicos analiticos, ou técnicas de separagao
como as cromatogréaficas, ou até mesmo espectrofotdbmetros em comprimento de

onda fixo na qual se monitora a intensidade do sinal em funcéo do tempo, em todas
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as metodologias citadas ha o emprego de reagentes quimicos para solubilizacdo ou
extracdo do componente alvo, 0 que requer preparacao prévia da amostra, seja um
extrato, um produto processado ou alimento in natura.

As técnicas espectroscopicas tém sido muito utilizadas como métodos de
analise de compostos bioativos, principalmente com relacédo identificacdo das
diferentes moléculas, bem como, na avalicdo antioxidante e na determinacdo de
compostos fendlicos totais. Dentre as vantagens da espectroscopia podemos destacar
as que operam na regido do infravermelho médio, nesta regido é possivel detectar os
modos vibracionais moleculares de grupos quimicos, e assim determinar diferente
compostos da amostra em estudo. Na regido do ultravioleta-visivel, intervalo espectral
mais energético que a do infravermelho, as ligacBes n conjugadas apresentam
absorcdo nesta regido, como no caso dos compostos fenélicos que contém o anel
fenolico, também permitindo que no ultravioleta-visivel os compostos bioativos
possam ser identificados [68], [69]. Além disso, a instrumentacao para espectroscopia
também favorece o estudo dos compostos bioativos, pois podem ser estudados na
forma de po, bulk e liquida, com excecdo das amostras liquidas, as demais,
geralmente, ndo demandam de preparo prévio, além disso, as técnicas
espectroscopicas sdo minimamente destrutivas. As versatilidades das técnicas
espectroscopicas para estudo dos compostos bioativos nos motivaram a este

trabalho.
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MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo esta descrito de forma sucinta sobre a preparacdo das amostras,
as quais foram preparadas pelos discentes e professores dos departamentos e programas
de poés-graduacdo que trabalharam conosco em colaboracao cientifica. Além disso, ha
uma breve descricdo, acerca das técnicas empregadas neste trabalho, as

espectroscopias de absorcao no UV-Vis, FTIR-ATR e Fotoacustica.

3.1 Técnicas espectroscopicas

3.1.1 Espectroscopia de absorcé&o naregido do UV-Vis

A espectroscopia de absorcdo analisa a dependéncia da intensidade da onda
eletromagnética absorvida pelo material em funcdo do comprimento dessa onda,
guando se trata de analises na regido espectral do UV-Vis compreende o intervalo
entre 190 e 800 nm [70].

Sendo a radiacéo eletromagnética constituida por um fluxo de fétons incidindo
em um objeto, uma fracdo da sua energia pode ser refletida na superficie, espalhada
em seu interior ou absorvida por suas moléculas. Assim, de acordo com a lei de
conservagcdo da energia, podemos apresentar a intensidade do campo
eletromagnético incidente como a soma dessas fra¢des de intensidade. O processo
de absorcao ocorrera quando o foton for capturado pela particula absorvedora, o que

pode ser descrito como uma colisdo perfeitamente inelastica, a secéo transversal em
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gue a colisdo pode acontecer é chamada de secao de choque. Ao incidir um objeto
absorvedor a radiacdo eletromagnética incidente tem sua intensidade atenuada,
sendo a intensidade de luz transmitida pela amostra dependente da sua espessura,
da secado de choque de particulas absorvedoras e da sua concentra¢do (nimero de
particulas por volume), que matematicamente é descrita pela lei de Beer-Lambert.

As colisbes que ocorrem na secdo de choque da amostra dependem da
frequéncia, e essa dependéncia chama-se espectro de absorgéo, composto por linhas
ou bandas de absor¢do que mostram as transi¢cdes eletrdnicas entre os niveis de
energia da molécula excitada [70]. Usualmente os espectros podem ser obtidos por
meio de espectrbmetros comerciais, que essencialmente, sdo0 compostos por uma
fonte ou mais fonte de excitagdo, para abranger diferentes intervalos da radiacao do
espectro de radiacdo eletromagnético. A radiacdo da fonte entdo é direcionada e
focalizada, por meio de espelhos e lentes, para um elemento dispersivo, geralmente
um monocromador, que dispersa a radiacdo oriunda da fonte em diferentes
comprimentos de onda, a resolu¢do do espectro final dependerd da precisdo na
separacdo do monocromador. A luz dispersa entdo é direcionada a amostra,
geralmente, em espectrémetros comerciais 0 compartimento da amostra é compativel
com modulos que permitem medida por transmitancia ou reflectancia. No caso do
modo de transmitancia, a luz direcionada atravessa a amostra, e a intensidade de luz
nao absorvida e/ou espalhada pela amostra é entao direcionada um detector. Por fim,
o sinal detectado é processado resultando no espectro de absor¢cdo da amostra. Um
esquema dos componentes de um espectrémetro pode ser visualizado na Fig. 3.1.1-
1.

luz luz
incidente transmitida
] ] ] monocromador - detector
fonte de U  —

energia lente

amostra

processador

saida de dados

Figura 3.1.1-1. Esquema dos componentes elementares de um espectrometro para
medidas no modo de transmitancia. Adaptado de [71],[72].
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3.1.2 Espectroscopia de absorcao no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR)

A absorgéo na regido espectral do infravermelho, entre 1um a 1000um, ocorre
guando a frequéncia da radiacao incidente estiver em ressonancia com a frequéncia
de vibracédo da molécula, desde que haja variacao periddica de seu momento de dipolo
elétrico. Quando uma molécula vibra, 0 momento de dipolo pode sofrer variagdo. A
equacao (XX) representa 0 momento de dipolo elétrico, responsavel pelas vibracbes

no infravermelho [73]:

U= o+ (r—r,) Z—i: + --- termos mais elevados (21)

. au : .
Sendo po 0 momento de dipolo permanente e d—‘; € a derivada da posicao de
equilibrio. Para que exista a variacdo do momento de dipolo, e assim a absor¢céo no
. . d . : ~
infravermelho, a derivada d—f deve ser diferente de zero. Para pequenas vibracfes 0s

termos mais elevados podem ser desprezados [73].

O instrumento fundamental em um espectrometro de FTIR € o interferébmetro,
que pode ser conferido na Fig. 3.1.2-1 (A). Um interferdbmetro é constituido de um
divisor de feixes que reflete e transmite parcialmente a radia¢do que o atinge e de dois
espelhos, sendo um fixo e outro que se movimenta constante com uma frequéncia
fixa. A fonte de excitacdo emite radiagcdo no infravermelho composta de varias
frequéncias, esta radiacao incide no divisor de feixes, sendo parcialmente refletida ao
espelho fixo, e parcialmente transmitida ao espelho movel, apos as reflexdes nos
espelhos estas se recombinam novamente no divisor de feixes e se propagam até a
amostra, e posteriormente a radiacdo nao absorvida pela amostra é direcionado ao
detector. A utilizag&o do interferébmetro ao invés de elementos dispersivos dinamiza o
processo de medida, ja que todas as frequéncias transmitidas pela amostra séo
detectadas simultaneamente [73], [33].

Com a variacéo constante da posi¢cao do espelho mével os feixes combinados
podem estar em fase ou defasados resultando em um interferograma com maximos e
minimos de intensidade. Entretanto o interferograma é uma fungéo descrita no espaco
temporal, nao fornecendo diretamente informacdes com relagdo aos modos

vibracionais das moléculas da amostra correlacionadas a frequéncia, sendo assim é
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realizada a transformada de Fourier no sinal detectado convertendo o interferograma
em espectro no espaco das frequéncias, que mostra a variacdo da intensidade
transmitida pela amostra em funcéo da frequéncia, sendo esta proporcional a energia.
Cada banda em um espectro de infravermelho (considerando o espectro convertido
de transmitancia para em absorcéo) indica um modo vibracional da amostra, que pode
ser chamado de infravermelho ativo, nem todas as ligacdes quimicas presentes na
amostra mostram picos no espectro de infravermelho, pois para isso é necessario que
o momento de dipolo da ligacdo entre os atomos varie durante a interagdo com o
campo elétrico da radiacao incidente [74], [33].

A utilizacdo de um método espectroscopico por meio da utilizacdo de
interferdmetro permite que todas as frequéncias sejam detectadas simultaneamente
fornecendo espectros em menor tempo comparados aos métodos dispersivos e néo

ha equivalente a luz espuria, pois cada frequéncia € modulada individualmente.

Onda evanescente
Fonte de
Feixe de Espelho Amostra
Infravermelho mfravermelhol Colimador
/ Cristal de ATR
Espelho Mdvel 0, .. O
Divisor de L :
Detector l Feixe : 0
.~ I~
<« I \\4—» E
* Feixe de E Feixe de
Amostra infravermelho E infravermelho
refletido ! incidente
= —
Espelho Fixo
A) B)

Figura 3.1.1-2: A) Representacdo dos componentes principais que compdem um
espectrémetro de FTIR. Adaptado de [75]. B) Esquema da reflexdo interna total Unica
em um cristal do acessorio de ATR. Adaptado de [76].

3.1.3 Espectroscopia Fotoacustica

A espectroscopia fotoacustica é baseada no fenbmeno fotoacustico, no qual a
depende da incidéncia periédica de radiacdo eletromagnética e absorcdo de

diferentes comprimentos de onda pela amostra, gerando ondas de calor na mesma,
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gue se propagam em seu no interior retornando a superficie de incidéncia e assim,
causando uma variagao periodica de pressao no gas adjacente a sua superficie.

Experimentalmente, a montagem da técnica utiliza como de fonte de luz uma
lampada de arco de Xendonio, 1000W, (Oriel, modelo 68820) que abrange uma regiao
espectral com emissao desde o ultravioleta até o infravermelho proximo. Este intervalo
espectral, principalmente a regido do ultravioleta ao visivel, € o qual se encontram os
principais cromoforos dos compostos bioativos. A radiacdo eletromagnética emitida
pela fonte é entdo dispersada em diferentes comprimentos de onda por um
monocromador (Oriel, modelo 77250) e modulada, com frequéncia fixa, por modulador
mecanico (Stanford Research System, modelo SR 540), sendo direcionada por
espelhos e focada por lentes, ndo absorvedores nos comprimentos de onda emitidos,
a amostra, que foi condicionada em uma célula fotoacustica fechada [77]. Um
esquema do aparato experimental é mostrado na Fig. 3.1.3-1 (B) e da célula
fotoacustica fechada na 3.1.3-1 (A).

Neste experimento a célula fotoacustica foi preenchida com ar ambiente e
acoplado a um microfone capacitivo (Briel and Kjaer, modelo 2669), que detecta da
variacdo de pressdao da camada adjacente a amostra, devido a sua absor¢do em
diferentes comprimentos de onda. O sinal detectado foi entdo, amplificado por um
amplificador (EG&G Instruments, modelo 5110). O resultado final € um espectro
fotoacustico, no qual é observado o sinal fotoacustico detectado pelo microfone em
funcdo do comprimento de onda da radiagéo incidente. A frequéncia de modulacéo foi
selecionada sendo a minima, experimentalmente possivel, para atingir camadas
abaixo da superficie da amostra. Esta é uma caracteristica que diferencia a
espectroscopia fotoacustica das demais espectroscopias, pois o sinal fotoacustico tem
dependéncia com a frequéncia de modulacdo e com a difusividade térmica da
amostra, quanto maior a frequéncia o sinal é gerado em regifées mais proximas a
superficie de incidéncia, ao passo que quanto menor a frequéncia o sinal € gerado em
regides mais profundas do material [78]. Maiores detalhes sobre a montagem da
espectroscopia fotoacustica utilizada podem ser encontrados nas referéncias [78] e
[79].

Outra vantagem do emprego da espectroscopia fotoacustica neste estudo é a
gue a técnica fornece um sinal proporcional ao coeficiente de absorcdo Optica da

amostra, sem que efeitos de emissao ou espalhamento contribuam no sinal final [80].
48



Capitulo 3 — Materiais e Métodos
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Figura 3.1.3-1: A) Representacao da célula fotoacuUstica fechada. B) Representacdo do aparato

experimental da Espectroscopia FotoacuUstica utilizada neste trabalho. Adaptado de [78].

3.2 Preparacado das amostras e configuracdes experimentais

3.2.1 Residuos da fabricacao de cerveja (Trub)

Este estudo foi uma colaboracdo cientifica com a professora Dra. Paula
Toshimi Matumoto-Pintro do Departamento de Agronomia da UEM (DAG) / Programa
de Pos-graduacdo em Ciéncias de Alimentos (PPC-UEM) e sua orientada Bianka
Rocha Saraiva (PPC-UEM). Os dados e analises espectroscopicos também fazem

parte da dissertacdo de Mestrado de Bianka Saraiva [81].
Preparacao da amostra:

O trub umido, residuo da fabricac&o de cerveja, foi obtido de uma producéo de
cerveja do tipo Pilsen da fabrica de bebidas Industrial Norte Paranaense de Bebidas
(INBEB) localizada na cidade de Londrina-PR, logo ap6s o estagio de fervura do
mosto, e armazenado a -18 °C até as analises e a extragdo de seus compostos

amargos.
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Para o procedimento de extracdo dos componentes amargos do trub, a amostra
foi submetida a homogeneizacao, a 25 °C do residuo em agua destilada (25 g/L) por
10 min, depois foi aquecido durante 60 min a 100 °C, e entdo foi realizada uma
filtragem, resultando em duas fragdes; uma sélida e outra liquida.

A fracéo sélida que ficou retida no filtro foi homogeneizada novamente em agua
destilada e repetido todo processo de aquecimento e filtracdo. Apds a amostra passar
5 vezes pelo processo descrito, a fragcao solida da filtragem resultante da quinta etapa
foi liofilizada, a granulometria foi padronizada (60 Mesh) e a amostra foi armazenada
a 5 °C protegida da luz, esta amostra foi denominada de TAP. A amostra de trub sem
ser submetida ao processo de extracdo dos componentes amargos foi denominada
de TBP [82]. Maiores detalhes sobre as amostras e suas preparacdes podem ser
encontrados nas referéncias [81] e [82].

A obtencdo das amostras e preparacdo delas foram realizadas pela Profa.
Paula Pintro, Bianka Saraiva e demais colaboradores. As medidas e analises

espectrais da espectroscopia vibracional foram realizadas neste trabalho de tese.
Configuracao experimental:

As amostras TBP, as resultantes dos 4 processos de extracdo dos compostos
amargos e a TAP foram submetidas a andlise de espectroscopia FTIR, com o objetivo
de identificar e acompanhar as mudancas na estrutura quimica da amostra. As
medidas foram realizadas no espectrometro FTIR-ATR (Bruker, Vertex 70v — Platinum
ATR, Alemanha) pertencente ao COMCAP-UEM. As amostras foram dispostas sobre
a superficie do diamante, cobrindo-o completamente, e entéo pressionadas contra ele.
As analises foram realizadas em triplicatas. Cada espectro foi uma média de 128

varreduras, com resolucdo de 4 cm, no espaco espectral de 400 a 4000 cm™.

3.2.2 Maytenus ilicifolia - Espinheira-santa

Este estudo foi uma colaboracéo cientifica com o professor Dr. Otavio Akira
Sakai do Departamento de Fisica do Instituto Federal do Parana, Campus de

Umuarama (IFPR-Umuarama) / Programa de PoOs-graduagdo em Sustentabilidade
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(PSU - IFPR/UEM) e, o entéo discente de mestrado Wolfran Aparecido De Alvarenga
(PSU - IFPR/UEM). Os dados e analises espectroscopicas também fazem parte da
dissertacdo de mestrado de Wolfran Aparecido De Alvarenga. apresentada ao
Programa de Pos-Graduacgdo em Sustentabilidade, Umuarama-PR, 2019 [25].

Preparacdo da amostra:

Foram utilizadas folhas da fase adulta, assim como cotilédones e plantulas da
fase inicial de desenvolvimento da planta, popularmente conhecida como espinheira-
santa, Maytenus ilicifolia.

As folhas foram obtidas em parceria com o Horto da Universidade Paranaense
— UNIPAR (Umuarama/PR), posteriormente trituradas, congeladas, liofilizadas e
maceradas a seco. As sementes utilizadas para obtencdo das plantulas foram
adquiridas na cidade de Campo Largo/PR, as quais foram selecionadas quanto ao
tamanho e forma, semeadas em caixas gerbox, e posteriormente levadas a camara
de germinacdo em ciclos de 12 h claro e 12 h escuro a 27 °C, durante 21 dias. Os
cotilédones (sem os tegumentos) que restaram das plantulas e as plantulas, de no
maximo 8 cm, foram macerados a seco no graal, congelados por aproximadamente 7
horas a -34 °C, e finalmente liofilizados. Os extratos liofilizados, tanto das folhas da
fase adulta quanto os cotilédones e plantula da fase inicial de desenvolvimento, foram
utilizados nas analises espectroscopicas. Maiores detalhes podem ser encontrados
nas referéncias [25] e [83].

A obtencao das amostras e preparacao delas foram realizadas pelo Prof. Otavio
Sakai, Wolfran Aparecido de Alvarenga e demais colaboradores. As medidas e
analises espectrais da espectroscopia vibracional e algumas da espectroscopia

fotoacustica foram realizadas neste trabalho de tese.

Configuracéao experimental:

As medidas de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
via reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) foram realizadas no Complexo de Centrais
de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da UEM, em um espectrometro FTIR (Bruker, Vertex
70v, Alemanha) equipado com o acessorio de ATR diamante de reflexdo Unica

(Bruker, Platinum, Alemanha). Foram registrados 0s espectros na regiao espectral

51



Capitulo 3 — Materiais e Métodos

entre 4000 a 400 cm™t, com resolucéo de 4 cm, sendo cada espectro uma média de
128 varreduras.

As amostras dos extratos liofilizados dos cotilédones, plantulas e folhas foram
posicionados sobre o cristal de ATR, de forma a preencher toda sua superficie de
contato com a amostra.

As amostras dos extratos também foram submetidas a Espectroscopia
Fotoacustica utilizando a seguinte configuracdo experimental: lampada de Xénonio
com potencial nominal de 800 W, frequéncia de modulacao de 25 Hz e aquisi¢do no
intervalo entre 200 a 800 nm. Todos os espectros obtidos foram normalizados pelo

espectro da amostra de referéncia.

3.2.3 Pouteria campechiana — Canistel

A amostra estudada é polpa em p6 da fruta canistel, produzido pela professora
Dr2. Paula Toshimi Matumoto-Pintro do Departamento de Agronomia (DAG/UEM) e
seu orientando de doutorado Me. Fernando Antonio Anjo (PPC-UEM). Os dados e
analises espectroscopicos também fazem parte da dissertacdo de mestrado de
Fernando Anjo [84].

Preparacao da amostra:

A fruta foi obtida na Estacdo Experimental de Citros de Bebedouro (Bebedouro,
Sédo Paulo, Brasil). Para a preparacdo da amostra, primeiramente foi realizada a
higienizacéo das frutas em agua corrente, e sanitizando em solucao de hipoclorito de
soédio (200 ppm) por 10 minutos, e depois para a retirar possiveis residuos do
hipoclorito de sédio, foram lavadas em agua destilada. Em seguida, as frutas foram
descascadas, a polpa fatiada, congeladas com nitrogénio liquido e levadas ao
liofilizador (Christ Alpha 1-4 LD plus, Marin Christ, Alemanha). Apos liofilizagdo, a
amostra foi triturada e a granulometria padronizada em 60 Mesh. A amostra final foi

denominada CP (canistel em po0).
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Para as medidas utilizando o espectrofotometro o CP foi solubilizado em dleo
mineral (Nujol®, Hypera Pharma) obtendo-se solu¢des de CP com concentracéo de
50 g/L. As solugbes foram filtradas utilizando filtro de seringa de 0,22 pum de poro
(Millex, membrana de PTFE), para que o espalhamento causado pelas particulas em
suspencao nao prejudicasse as medidas. As amostras foram denominadas canistel

em po solubilizado (CPS).
Configuracao experimental:

Para a estudar da fotossensibilidade do CP utilizou-se a Espectroscopia
Fotoacustica. Um LED de comprimento de onda maximo em 420 nm (Fig 3.2.2-1)
(Thorlabs, Estados Unidos, M420L2). Este comprimento de onda foi escolhido para
excitacao por ser a regiao de maior absorcéo na amostra de canistel na regiao do UV-
Vis.

Este LED foi acoplado a uma lente convergente de 15 cm de distancia focal, e
fixado a mesa de maneira que o feixe fosse focalizado sobre toda amostra
condicionada no interior da célula fotoacustica (Fig. 3.2.2-1 (A)), submetendo-as a
poténcia maxima durante 0,5; 1, 5; 10 e 15 min. Apos o tempo irradiacdo as amostras
foram medidas na Espectroscopia FotoacuUstica, sem a incidéncia do LED. A
configuracdo para a Espectroscopia Fotoacustica foi a mesma que a utilizada para as

medidas da espinheira-santa, porém com frequéncia de modulacéo de 17 Hz.

LED 420nm-ThorLabs |
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Figura 3.2.2-1: A) Montagem experimental para irradiag@o via LED das amostras de

CP. B) Espectro de irradiancia do LED utilizado parairradiar as amostras de CP.
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Para determinar a densidade de poténcia a qual as amostras foram submetidas,
foi mantido as mesmas distancias e configuragcbes empregadas para irradiar as
amostras, e obtido o espectro de irradidancia do LED, fixando o sensor do
espectrorradidmetro (Gooch & Housego, OL 756, Estados Unidos) na mesma posi¢cao
gque as amostras. Entretanto o limite de sensibilidade do sensor ndo permite a
realizacdo da medida com a poténcia em 100 %, por isso foi necessario realizar uma
curva utilizando os espectros de irradiancia com as poténcias de 50, 60, 70 e 80 %
(Fig. 3.2.2-2 (A)), que foi o limite para a saturacdo do sinal. Utilizando as areas dos
espectros e uma extrapolacéo linear, foi possivel estimar a densidade de poténcia em
544,5 W/m? (Fig. 3.2.2-2 (B)).
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Figura 3.2.2-2: A) Espectro deirradidnciado LED utilizado parairradiar as amostras de
CP, com poténcia ajustada em 50, 60, 70 e 80%; B) Curva dos valores de densidade de
poténcia calculados e ajustados com funcao linear de primeiro grau.

As amostras CPS também foram submetidas ao estudo de fotossensibilidade
utilizando o espectrémetro UV-Vis no modo de transmitancia. As solucdes foram
condicionadas em uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1 cm e posicionadas
no espectrofotometro, para medidas no modo de transmitancia. As amostras foram

irradiadas com LED sem serem removidas do interior do espectrofotdmetro, para
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minimizar erros experimentais, nos periodos de 0,5; 1; 2; 4; 8; 12; 20; 28; 36; 48; 60;
72; 84; 96; 108 e 120 h. O mesmo arranjo experimental junto ao LED foi utilizado na
irradiacao das amostras CPS, de modo que o feixe incidente ficasse focado no centro
da cubeta. A distancia entre a lente e a amostra foi de 13 cm, a Fig. 3.2.2-3 mostra
uma foto da montagem para irradiacdo. Foram obtidos espectros de absorcdo em

todos os periodos, em triplicata.

.

.

Lente

Amostra

Espectrofotémetro

Figura 3.2.2-3: Montagem experimental para irradiagdo via LED das amostras de CPS.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier acoplado ao médulo de
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), espectroscopia fotoacustica (PAS) e
espectrofotometria no UV-Vis foram utilizadas para avaliar os compostos bioativos em:
residuos da fabricacdo de cerveja, planta Maytenus ilicifolia e na fruta canistel (Pouteria
campechiana (Kunth) Baehni). Neste capitulo ha a discusséo dos resultados obtidos para
as trés amostras. Cabe ressaltar que o objetivo principal deste trabalho de tese é aplicacdo
das técnicas espectroscépicas para estudar os compostos bioativos nas amostras

descritas acima, sem um detalhamento sobre as mesmas.

4.1 Residuos da fabricacéo de cerveja (Trub)

O residuo em processo de producdo de cerveja tem importantes nutrientes
como proteinas e carboidratos, porém apresenta sabor amargo, fator este que
minimiza a sua utilizacdo no enriquecimento nutricional de produtos alimenticios [85].
Para estudar os efeitos da reducéo do sabor amargo, o trub, residuo sedimentado
deixado pelo lapulo apés a fervura, foi estudado [86]. Além das analises de suas
propriedades fisico-quimicas e tecnoldgicas do trub antes e apds o processo de
extracdo para reducdo do sabor amargo, foram realizadas analises espectroscopicas
por FTIR-ATR para caracterizar a amostra de trub, e avaliar o comportamento das
bandas atribuidas ao conteudo proteico e de carboidratos, antes e durante o processo

de extracao dos componentes amargos da amostra [83], [86].
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A figura 4.1-1 apresenta o0 espectro do residuo antes da extracdo dos
componentes amargos e a cada etapa da extracdo. A regido hachurada entre 3600 e
3150 cm! é atribuida ao estiramento da ligagdo O-H do grupo hidroxila e de grupos
de NH.
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Figura 4.1-1: Espectros de FTIR-ATR do trub antes do processo de extracdo (TBP), apés o 1°,
20, 3% e 4°, (1% Ex, 22 EXx, 3% Ex e 42 Ex, respectivamente) e apds a 52 extracéo (TAP). Adaptado

de [67]. v: modo de vibragdo de estiramento e &: modo de vibrag&o de deformag&o angular.

\

As bandas em ~ 2960 e ~ 2920 cm* podem ser associados a vibracéo
assimétrica de estiramento das ligacbes de CHs e CH2, respectivamente, enquanto
em ~ 2850 cm temos estiramento de CH2 simétrico. Em ~ 1742 cm™ a banda é
atribuida ao estiramento de C=0, a regido hachurada entre ~ 1650 e ~ 1620 cm™ esta
relacionada ao grupo funcional Amida | e em ~ 1530 cm* vibracdes da Amida Il. No
intervalo entre 1470 e 1300 cm™ estdo associados aos modos de vibracdo de
deformacdo do CHs e CH2, seguida pela banda em 1245 cm da Amida Ill. A regido
entre ~ 1160 e ~ 1000 cm™ representam o estiramento de CO dos polissacarideos
[55] e [56].

A banda da amida | é formada por bandas sobrepostas que sao resultado das
estruturas secundarias dos niveis de organizacdo da proteina (a-hélice, B-folha e
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estruturas nao ordenadas), o que resulta em uma banda larga. Portanto, para o estudo

da proteina total utilizamos a area calculada por integracédo sob banda da amida I, até

uma linha de base definida por uma funcéo linear entre 1780 e 1580 cm™, desse modo

todas as estruturas secundarias foram incluidas.

Os resultados obtidos das areas da amida | foram comparados aos resultados

obtidos de proteina bruta do trub [27]. Os espectros foram normalizados com relacao

a intensidade da banda em 2920 cm, e o resultado pode ser conferido na figura 4.1-

2a).
Proteina Bruta I JE— bt
1 = . 2,04 12 Extracé )
B Area da Amida | ~ 2 xragdo
‘;’: 1 3?2 Extracéo
;1'5 423 Extragao ~ 160
n B ——TAP
120 a) B 10
N 0,54
~
o
S 00l : ‘ — 120
(6 1750 1700 1650 1600 -
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= 80 + =
@ ©
©
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Yo - 80 <C
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(@]
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- 40
0 0
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22 extragéo

‘ 32 extragdo
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[ TAP | I

Figura 4.1-2: a) Comparac¢do entre os valores encontrados para area da banda atribuida a

amida | e a concentracdo de proteina bruta, antes (TBP), durante (12 — 42 extra¢cdo) e ap0s
(TAP) o processo de extracdo. b) Espectro de FTIR entre 1750 a 1400 cm™?, regido da amida I.

Adaptado de [82].

As areas da amida | passam por um aumento significativo da amostra antes da

extracdo (TBP) até a 32 extragdo, como podemos conferir na figura 4.1-2. a), assim

como o0 aumento da concentracéo de proteina bruta, obtido por Saraiva et al. (2019)

[82] utilizando método Kjeldahl, o qual foi atribuido ao aumento do valor calérico do
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trub quando submetido a alta temperatura durante o processo de extracdo. O trabalho
ainda discute sobre mudancas conformacionais nas proteinas, as quais durante o
processo de extracdo poderiam estar se desnaturando [82]. Geralmente, em
processos de desnaturacdo proteica por aumento de temperatura had o
desenovelamento das estruturas secundarias do tipo a-hélice, transformando-se em
estruturas do tipo B-folha ou B-volta [87]. Sendo assim, analisamos as estruturas
secundarias de proteinas nos espectros de FTIR.

De modo geral, a amida | € a banda no infravermelho médio a qual é mais
representativa das estruturas conformacionais de proteinas, podendo ser encontradas
as estruturas a-hélice, B-folha, pB-volta e randémicas em 1650 — 1660 cm™, 1640 —
1630 cm, 1670 — 1690 cm™ e 1640 — 1660 cm™*, respectivamente, com a estrutura a-
hélice de maior contribui¢do, quando a proteina se encontra no estado nativo. A amida
Il e Ill também podem ser utilizadas para estudo das estruturas proteicas, entretanto
as contribuicbes sdo menores, isso porque as vibracdes das cadeias laterais dos
aminoacidos afetam significativamente as vibracfes das proteinas, mais a amida Il do
gue a amida I, o que desfavorece as analises de estrutura conformacional na amida |l
[34]. Na amida Il podemos encontrar as conformagdes a-hélice (1540 cm?) e B-folha
e B-volta (1530 — 1520 cm?) [88], e na amida Il ha as estruturas a-hélice, em ~ 1280
cm e B-folha em ~1230 cm [89].

Para melhor entender as possiveis conformacdes proteicas que ocorreram com
0 processo de extracao dos compostos amargo no trub, foram analisadas as regides
da amida I, Il e lll antes, durante e apés a extracdo, como pode ser verificado pela Fig.
4.1-1A. As contribuicbes das estruturas proteicas foram avaliadas por meio da
segunda derivada nos espectros de FTIR-ATR, com este tratamento matematico &
possivel encontrar as posi¢des das bandas que se encontram sobrepostas em uma

determinada regido espectral.
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Figura 4.1-1: A) Espectros de FTIR-ATR com destaque nas regides da amida | (Aml), amida Il
(AmlIl) e amida Il (Amlll). B) Segunda derivada dos espectros de FTIR-ATR nas regides da amida
I, I elll. As linhas pontilhadas verticais indicam as posi¢cdes em destaques na segunda derivada
e as setas indicam as variacdes dos centros das bandas. TBP: trub antes do processo de
extracdo, 12 — 42 etapas dos processos de extracdo no trub e TAP: trub apds o processo de

extragao.

Apesar dos deslocamentos das bandas indicando a conformacéo proteica, ha
dominancia da estrutura secundaria B-folha (1624 cm) na amida I, como é possivel
observar na intensidade espectros de FTIR-ATR. Nesta regido nao houve
deslocamento significativo na 22 derivada do espectro. Outro fato importante é que no
processo de extracdo do trub as conformacdes p-folha sdo mais presentes apés
extracdo do que antes da extracdo. N&o se pode afirmar que hd um comportamento
para formacao da conformagao a-hélice ou B-folha, entretanto a espectroscopia de
FTIR-ATR permitiu estudar melhor as conformacdes proteicas no processo de

extragcao.
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A Fig. 4.1-1B mostra a segunda derivada dos espectros do trub. Enfatizamos
algumas posi¢cdes das contribuicbes das estruturas a-hélice, p-folha e B-volta com
uma linha vertical pontilhada e as setas indicam a direcdo do deslocamento dos
centros das bandas. Cabe ressaltar que os pontos de minimo na segunda derivada
sdo equivalentes aos pontos de maximo de intensidade nos espectros. E possivel
observar que as estruturas do tipo B -folha sdo majoritarias com relacéo a estrutura
do a-hélice, possivelmente devido ao processo de aquecimento na industria de cerveja
que resultou no trub.

As bandas atribuidas as estruturas a-hélice, na regido da amida | e llI,
apresentam deslocamento dos centros das bandas, o qual pode ser resultado do
processo de desnaturacdo de proteinas. No caso da banda em 1659 cm do TBP, na
regido da amida I, ha um deslocamento do seu centro em direcdo a 1655 cm™* em
decorréncia do processo de extracdo, no qual envolve aumento de temperatura, a
banda de 1659 cm é atribuida a estrutura 310-a-hélice, enquanto a de 1655 cm™ é
referente a a-hélice. A estrutura 310-a-hélice € considera uma estrutura intermediaria
no processo de enovelamento ou desenovelamento da a-hélice [90].

A conformacao a-hélice apresenta variacdo da 22 derivada do espectro de TBP,
na regido da amida Ill em ~ 1280 ndo ha ponto de minimo, e para 0s espectros de
trub apds e durante a extracdo ha o aparecimento de uma banda em ~ 1282 cm?, por
mais que seja uma sutil variacdo também pode ser uma indicacdo de mudanca de
conformacgao, sendo o deslocamento na direcdo da estrutura a-hélice. Na regido da
amida Ill e Il se observar o deslocamento de bandas referentes as conformagées p-
folha/ B-volta, sendo o deslocamento de 1228 cm™ para 1230 cm™ e 1516 cm™ para
1514 cm™,

Ademais, foi realizada a analise de carboidratos por espectroscopia FTIR-ATR.
O estudo dos carboidratos seguiu a mesma metodologia utilizada para a proteina,
entretanto, a quantificacdo dos carboidratos foi realizada apenas para as amostras
antes e apoés extracdo (Carboidratos totais (%): Res. antes 57,18 + 0,01; 52 ext. 3,68
+ 0,15). As areas foram calculadas utilizando a integragédo da regido entre 1180 e 945
cm? referente as vibracdes das ligacées de CO de carboidratos. Podemos observar
na fig. 4.1-3 a) a reducdo da concentracdo de carboidratos, assim como o resultado

encontrado na anélise de composicao quimica realizada por Saraiva et al. (2019) [82].
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Figura 4.1-3: a) Area do pico calculado por integracéo, na regido entre 1180 — 945 cm!

caracteristica de dos carboidratos e a diferenca percentual da area calculada em relagcédo a
area da amostra antes da extracéo (TBP). b) Espectro de FTIR-ATR de amostra de residuo de

cerveja antes, durante e ap6és o processo de extragdo dos componentes amargos.

4.2 Maytenus ilicifolia - Espinheira-santa

As técnicas de FTIR-ATR e PAS foram utilizadas para caracterizacdo dos
espectros dos cotilédones e plantulas, em fase inicial de desenvolvimento, e de folhas
em fase adulta da planta espinheira-santa. Saber dos compostos presentes na planta
€ de essencial importancia para a viabilizacdo da producao de produtos que possam
ser utilizados pela populagéo, principalmente os fitoterapicos, uma vez que ja €
utilizada popularmente como uma planta medicinal, no tratamento de problemas
gastricos [91].

Fig.4.2-1 apresenta os espectros obtidos por meio da espectroscopia de FTIR-
ATR para o cotilédone, plantula e folhas e as principais atribui¢cdes vibracionais. Na
regido entre 3500 — 3000 cm* h& sobreposicédo de bandas referentes a agua livre e

compostos fenolicos com modo de vibracéo do tipo estiramento entre 0 O e H (v O-H)
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e da amida A com exibindo estiramento de N-H (v O-H), j& entre 3030 — 2800 cm™ ha
contribuicdo dos estiramentos de C-H (v C-H) atribuidos a lipidios [92], [93]. A banda
centrada em ~ 1745 cm! referente ao modo v C=0, referente ao grupo éster que pode
ser proveniente de triterpenos [94]. Entre 1700 e 1480 cm! é caracteristica das amidas
| e Il, as quais estédo correlacionadas ao conteudo proteico total da amostra, seguida
da regido entre 1480 e 1340 cm™ ha os modos de vibracéo do tipo deformacéo de
CHs e/lou CHz (5 CHn), podendo ser atribuidos a compostos fendlicos [92], [95]. A
amida Il é atribuida a regido de 1290 — 1190 cm-?, e por fim entre 1120 e ~ 980 cm™
€ caracteristicos os modos de vibracdo v C-C, geralmente atribuidos aos modos de

vibracao de anéis aroméaticos [92], [93]. Os espectros estdo normalizados pela norma,

procedimento no qual a intensidade do espectro (1) € normalizada por /(12 + -+ I2).
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Figura 4.2-1: Espectros de FTIR — ATR normalizados dos extratos de cotilédone,

plantula e folhas da espinheira-santa e as principais atribuicdes vibracionais.

De forma geral os trés espectros apresentam 0S mesmos grupos quimicos,
entretanto é possivel notar diferencas no formato das bandas e de intensidade, tal fato

pode estar associado a diferentes moléculas na composicdo, porém possuem

63



Capitulo 4 — Resultados e discussao

atividade no infravermelho semelhante, ou seja, os modos vibracionais com energia
de vibracdo proximas. Na Fig. 4.2-1 had um destaque no espectro do cotilédone,
marcado por asterisco (*) na banda de baixa intensidade em 3009 cm™, a qual esta
ausente nos demais espectros, este poderia ser um marcado nos espectros de FTIR
para caracterizar o cotilédone. Na literatura ndo se menciona a presenca de oleofina
na espinheira-santa, entretanto em cotilédone de outras plantas € relato na literatura
a presenca desta molécula [95]. Outras caracteristicas como diferentes intensidades
nas bandas da amida I, Il e lll, sendo o comportamento espectral mais semelhante
entre as folhas e plantula, podem estar associadas a conformacdes proteicas, uma
vez que possuem tempo de germinacao diferente, além do processo de preparacéo
das amostras.

Tendo em vista o potencial fitoterapico espinheira-santa € importante estimar a
guantidade de proteina e lipidios que as diferentes partes da planta possuem, sendo
assim, foi realizada a obtencéo das areas das bandas entre 1700 — 1480 cm* e 2990
— 2775 cm?, referentes a amida | + amida Il e os estiramentos de C-H,
respectivamente, sendo o primeiro intervalo para avalicdo do contetdo proteico e 0
segundo do lipidico. Além disso, a banda em 1745 cm* também fornece uma
informacédo importante com respeito a friedelina, um dos compostos considerado
como responsavel no tratamento de problemas gastricos, sendo assim, a area desta
banda também foi calculada para todas as partes da planta. Todas as areas foram
calculadas por meio de integracao sob a area da banda realizando previamente uma
linha de base, definida por meio de uma funcao linear, nos intervalos mencionados
acima, e para a banda em 1745 cm! foi integrada a area entre 1825 — 1700 cm™. O

resultado das integracdes estdo mostrados na Fig. 4.2-2.
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Figura 4.2-2;: Comportamento das areas das bandas referentes ao contetido proteico (1700 —
1480 cm™), lipidico (2990 — 2775 cm™), do triterpeno friedelina (1825 — 1700 cm™) e dos

compostos fendlicos (3680 — 3030 cm™) do cotilédone, plantula e folhas da Maytenus ilicifolia.

Comparando as trés partes da planta podemos observar que o cotilédone e as
folhas apresentam maior conteudo lipidico, em niveis equiparaveis, ja a plantula em
menor nivel. Com relacdo ao conteudo proteico todas as partes da espinheira-santa
analisadas neste trabalho apresentam niveis préximos. Os compostos fendlicos
podem ser avaliados por meio da banda de vO-H [96], [97], entretanto sabemos da
sobreposicdo nesta regido espectral da agua livre e de vibracdes de aminas,
entretanto a 4gua livre possui harménicos do modo de vibracdo de O-H proximos a
1660 e 800 cm, os quais apresentam comportamento de variacdo de intensidade
diferentes da regido entre 3680 — 3030 cm, mostrando que esta regido tem
contribuicdo minoritaria da agua livre, podendo este intervalo ser atribuido a
contribuicdo dos compostos fendlicos da planta. Nota-se que a plantula e as folhas
possuem niveis de compostos fenélicos semelhantes e superiores ao cotilédone. Ja o
triterpeno friedelina pode ser avaliado por meio da banda em vC=0 (1745 cm™) [94],

esta enzima tem propriedades de atuar no combate contra problemas gastricos [26],
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0 que motiva a investigar sua presenca na espinheira-santa. E possivel observar que
a friedelina pode estar mais presente no cotilédone do que na plantula ou folhas.

Por meio destes resultados podemos inferir que o cotilédone, plantula e folhas
podem ter diferente aplicacbes para fins medicinais, devido aos diferentes niveis dos
compostos avaliados em cada uma das partes da espinheira-santa. Cabe ressaltar
gue este estudo acerca dos compostos nas diferentes partes das plantas € uma
estimativa por meio das bandas citadas na literatura como “marcadores” [94-97] dos
compostos analisados, podendo haver variagdo de comportamento quando os
compostos sdo associados a outras bandas, entretanto a espectroscopia FTIR é muito
utilizada na identificacdo e avaliacdo de componentes de produtos naturais, e neste
trabalho mostrou seu grande potencial nesta linha de pesquisa.

O cotilédone, plantula e folhas também foram estudados por meio da PAS na
regido do UV-Vis, entretanto de acordo com a literatura cientifica, as partes da
espinheira-santa escolhidas para estudo nesta regido apresentam maior contribuicéo
dos pigmentos fotossintéticos, tais como clorofila e carotenoides. A Fig. 4.2-3A
apresenta os espectros fotoacusticos do cotilédone, folhas e da plantula, observamos
que os espectros das folhas e cotilédones apresentam caracteristicas espectrais
semelhantes, ja o cotilédone ndo apresenta bandas intensas quanto os demais. Os
espectros foram normalizados com relacdo a intensidade em 770 nm, regido na qual
0S espectros ndo apresentam absorcéo. Diferentemente dos espectros na regiao
infravermelho médio apresentados nos resultados com FTIR-ATR, na regido do UV-
Vis as bandas sdo mais largas e menos definidas, caracteristicas de espectroscopia
de transicdo eletrbnica, na qual podemos estudar as transicdes entre niveis de
energia, enquanto na espectroscopia no infravermelho observamos as transi¢cdes

entre os niveis vibracionais de menor energia.
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Figura 4.2-3: (A) Espectros fotoacusticos do cotilédone, plantula e folhas. Ajuste com funcgdes
gaussianas dos espectros fotoacusticos: (B) plantula, (C) folhas e (D) cotilédone, G1-G9 indicam
as fungdes gaussianas, os circulos séo os espectros fotoacuUsticos e alinha s6lida em vermelho
€ asoma de todas as func¢des gaussianas utilizadas em cada espectro.

Por se tratar de bandas mais largas, consequentemente pode haver uma
sobreposicao de bandas dos compostos absorvedores. Uma ferramenta matematica
muito utilizada na espectroscopia € a deconvolucao na qual é feita uma decomposicao
dos espectros em fungdes matematicas, que quando somadas resultem em uma curva
gue deve se sobrepor ao espectro do dado experimental [98], [99]. Devido a forma
das bandas na regido do UV-Vis e a simetria de distribuicdo de energia de transicéo
eletrdnica, as funcdes gaussianas sdo as que melhor se ajustam aos dados
experimentais de espectroscopia no UV-Vis [90].

Com a deconvolucdo do espectro podemos obter os componentes
absorvedores que estdo sobrepostos sobre as largas bandas de absorcao, por isso

realizamos a deconvolucdo gaussiana dos espectros das trés partes da planta
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espinheira-santa, a Fig. 4.2-3D mostram as funcfes matematicas ajustadas e suas
somas sobre o dado experimental. Para o ajuste das funcdes gaussianas nos
espectros foi feita uma revisao bibliogréfica para obter a posi¢céo centros das bandas
(xc) na regiao do UV-Vis dos compostos da planta, assim este parametro ficou fixo
para a realizacdo dos ajustes, esta metodologia € de suma importancia na
espectroscopia, ja que os centros das bandas determinam quais sdo 0S compostos
absorvedores da amostra [69], [99], [100]-[102]. Entretanto, h4 uma vasta gama de
trabalhos na literatura cientifica em espectroscopia, o que por muitas vezes traz
informacBes desencontradas com relagdo aos cromoforos e suas bandas
absorvedoras nas diferentes regides do espectro de radiacdo eletromagnética. Desta
forma, o que se fez foi fazer uma intensa revisdo bibliografica pelos principais
componentes da espinheira-santa e outras plantas que absorvem na regiao espectral
estudada, e as posicdes dos centros das bandas sdo as que mais se repetiram no
processo de busca de informacéo, o que pode acarretar variacdes na analise, caso
outros trabalhos tenham optados por outros centros de bandas para um mesmo
composto.

Podemos observar na Fig. 4.2-3 (B-D) que ndo ha mesma quantidade de
funcdes gaussianas em todos 0s espectros, 0 que revela que podem ser constituidos
por diferentes componentes. Na regido do ultravioleta-visivel (200 — 800 nm) ha
sobreposicao das bandas dos principais pigmentos fotossensiveis presentes em
plantas, tais como, clorofilas e carotenoides [101], o que dificulta a caracterizagdo dos
espectros mesmo realizando a decomposi¢ao com funcdes matematicas. Além disso,
na literatura cientifica os pigmentos, geralmente estdo solubilizados em solventes,
outro fator que altera a posicao dos centros das bandas.

Nos espectros com ajustes gaussianos podemos estimar 0s seguintes centros,
em nm, para espinheira-santa: i) cotilédone: 560 (carotenoides e feofitina) e 415 (néo
identificada); ii) plantula: 294 (compostos fendlicos), 360 (clorofila A), 442 (clorofila A),
499 (clorofila B), 542 (carotenoides e feofitina), 589 (clorofila A e feofitina), 630
(clorofila B) e 675 (clorofila A); iii) folhas: 312 (compostos fendlicos), 372 (clorofila A),
453 (clorofila A), 502 (clorofila B), 592 (clorofila A e feofitina), 635 (clorofila B) e 679
(clorofila A) [101], [103], [104]. As gaussianas denominadas G9 na Fig. 4.2-3 (B-D)
foram utilizadas para ajuste de linha de base para o ajuste gaussiano, por iSso nao

foram caracterizadas.
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A clorofila A é o pigmento majoritario na maioria das plantas, responsavel pela
realizacdo da fotossintese, ja a clorofila B é considerado um pigmento acessorio, pois
atua na ampliacdo do intervalo da radiacdo eletromagnética utilizada na fotossintese
[105]. Ambas as clorofilas apresentam banda Soret, centrada entre 400 e 450 nm e
banda Q entre 600 e 700 nm [101]. Os carotenoides atuam na fotossintese como
protetores da clorofila contra a oxidagcdo com o excesso de luz. A feofitina € uma
clorofila que ndo possui o ion de magnésio em seu centro e ocorre quando h&
degradacéao da clorofila A, promovendo cor marrom a planta.

As folhas e plantulas apresentam clorofila A e B pigmento majoritario na maioria
das plantas, no cotilédone néo foi possivel identificar a clorofila, pois na regido da
banda Soret [22] a banda apresenta-se com forma diferente, gaussiana G10 da Fig.
4.2-3D, e nédo é possivel observar a presenca da banda Q, sendo estas duas bandas
caracteristicas da clorofila, por isso sua atribuicdo foi determinada como néo
identificada.

A auséncia da clorofila no cotilédone pode estar associada ao periodo de
germinacao e a funcao do cotilédone na espinheira-santa[107]. De acordo com Zheng
e colaboradores [108] os niveis de clorofila do cotilédone variam em funcéo do periodo
de germinacao, sendo maximo em 13 dias, e em 21 dias foi o periodo germinacgéo
para obtencao do cotilédone da espinheira-santa, o trabalho indica ha niveis minimos.
Cabe ressaltar que o trabalho de Zheng foi realizado em outra planta, o que nos leva
ao segundo ponto com relacdo a funcdo do cotilédone nas plantas, este pode ter
funcdo de armazenamento de reservas, utilizadas durante a germinacao, ou seja, hao
necessitaria da clorofila, ja que néo teria funcéo na fotossintese da planta [109].

Para melhor avaliar os componentes presentes no cotilédone, plantula e folhas
foi analisada a area das gaussianas ajustadas para as bandas de absor¢cdo em ~ 676,
630 e 550 nm, as quais sao mais representativas da clorofila A, B e carotenoides,

respectivamente, conforme mostra a Fig. 4.2-4.
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Figura 4.2-4: Comportamento das areas das bandas referentes clorofila A, clorofila B

e carotenoides do cotilédone, plantula e folhas da Maytenus ilicifolia.

Os carotenoides estdo presentes no cotilédone e na plantula e ausente nas
folnas [110]. Os carotenoides sé&o pigmentos que exibem cor amarelo-laranja,
possivelmente pela predominancia da cor verde nas folhas da espinheira-santanao foi
possivel detectar estes pigmentos [107], [110]. Além destes pigmentos terem funcao
oferecer protecéo a clorofila durante a fotossintese, ainda tendem a manter seu nivel
mais constante em funcéo da idade do cotilédone [109], este fato poderia explicar a
maior presenca dos carotenoides no cotilédone da planta.

A clorofila A é mais expressiva nas folhas do que na plantula, ja a clorofila B
tem niveis proximos em ambas as partes [22], [108], lembrando que as folhas séo de
plantas adultas e as plantulas coletadas apos 21 dias de germinacdo, sendo assim,
possivelmente por sua fungcéo essencial na fotossintese a clorofila A poderia seu teor
em funcéo da idade da plante, e clorofila B por ser um pigmento néo essencial poderia
possuir niveis mais constantes em funcdo da idade da planta [22]. Condi¢Oes de
armazenamento e germinacao séao fatores que influenciam no teor dos pigmentos nas
diferentes partes das plantas, o que podem também estar contribuindo nas analises

deste trabalho, entretanto estes fatores nao foram avaliados.
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A espectroscopia fotoacuUstica apresentou grande potencial para andlise de
diferentes partes da planta espinheira-santa, indicando a diferenca da composicdo
entre elas, e fornecendo informacdes comparativas entre os niveis dos compostos

avaliados.

4.3 Canistel (Pouteria campechiana (Kunth) Baehni)

A polpa da fruta canistel liofilizada foi estudada em forma de pé e solubilizada
em 6leo mineral para avaliar seu potencial com relacdo a fotodegradacao via LED em
420 nm (regido de maxima absorcéo), visto que esta fruta exibe coloracdo amarela
intensa, o que a torna uma candidata para a producédo de corante natural [30]. Nao s6
a estabilidade da cor, mas também o seu valor nutricional necessita de investigacao,
ja que seu emprego poderia ser em produtos alimenticios [28]. Sendo assim esta parte
do trabalho tem como objetivo estudar os compostos bioativos mediante a irradiacéao
via LED, verificando assim a fotoestabilidade do canistel em p6. Para avaliar a
fotodegradacao do canistel em p6 (CP) foi utilizada a espectroscopia fotoacustica e
p6 solubilizado (CPS) foi avaliado por meio da espectrofotometria por transmitancia,
ambas as técnicas na regido do ultravioleta-visivel.

A Fig. 4.3-1 mostra o sinal fotoacustico do CP sem irradiacdo e a deconvolucéo
gaussiana do espectro, 0 que permite estimar as contribuicbes espectrais que se
encontram sobrepostas no espectro [33]. Para realizar o ajuste matematico, os valores
de xc foram fixados, conforme encontrados os centros das bandas de absorcédo de

compostos existentes no canistel.
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Figura 4.3-1: Espectro fotoacuUstico do canistel em p6 (CP) em p6 sem irradiagdo com
deconvolucéo gaussiana. G1, G2 e G3 séo as fun¢bes gaussinas.

O CP proveniente da polpa da fruta apresenta os seguintes compostos bioativos:
compostos fendlicos, flavonoides e carotenoides, sendo os fendlicos majoritarios em
comparacao aos demais [84]. Na literatura é possivel encontrar o conteudo total de
flavonoides e compostos fendlicos do canistel, e maior detalhamento dos
carotenoides, sendo a violaxantina e neoxantina predominantes [31], [111].

A violaxantina e a neoxantina apresentam bandas de absorcdo na regiao do
ultravioleta-visivel entre 400 e 550 nm [112], [113], entretanto demais carotenoides,
tal como, o B-caroteno, também presente no canistel, apresentam bandas de absor¢éo
na mesma regiado espectral [112], [114]. Além disso, os compostos fendlicos, como o
acido galico, presente na composicao do canistel [115] apresenta bandas de absorc¢éo
sobrepostas aos carotenoides [33].

Os processos de extracao da polpa da fruta para preparagéo do extrato, bem

como, o0s solventes envolvidos podem contribuir de maneira significativa nos
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espectros de absorcao, entretanto os trabalhos da literatura utilizados como referéncia
neste trabalho de tese mostraram-se compativeis aos dados experimentais obtidos
para o CP. Utilizando a espectroscopia fotoacustica para medidas do CP em po, foram
encontrados os seguintes centros de bandas de absorgéo por meio da deconvolugao
gaussiana: 472 e 410 nm atribuidos aos carotenoides, violaxantina e (-caroteno,
respectivamente [31] e 270 nm aos compostos fendlicos, em especial ao acido galico
[33], entretanto esta ultima banda ndo sera considerada neste trabalho como um dos
componentes do CP, pois € possivel observar que atua como uma linha de base para
gue a curva da soma das fungdes gaussianas se sobreponha ao dado experimental.
Além disso, cabe ressaltar que no CP produzido € um produto bruto, no qual nédo
houve processos quimicos, somente a desidratacao por liofilizacdo o que pode ter
resultado em um extrato bruto com diferentes componentes, tais como fibras, que
podem possuir absorcdo na mesma regido de andlise e ser detectaveis pela
espectroscopia fotoacustica, porém ndo foram caracterizadas na literatura.

Para estudo de fotodegradacdo do canistel foram obtidos espectros
fotoacusticos do CP em diferentes periodos de irradiagdo de LED (Amax = 420 nm),
sendo uma triplicata para cada tempo. A Fig. 4.3-2 mostra as médias dos espectros
de CP para cada tempo de irradiacdo, na qual € possivel observar uma reducdo da
intensidade das bandas entre 350 a 550 nm em funcéo do tempo de irradiagéo, regiao

com contribuicdo de carotenoides no CP.
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Figura 4.3-2: Média dos espectros fotoacusticos do canistel em pé (CP) sem irradiacéo e

sob irradiacdo de LED (Amax = 420 nm) em diferentes periodos.

Sabendo da fotossensibilidade do CP, e considerando que a regido espectral
na qual foi realizada a medida (ultravioleta-visivel) foi investigado a contribuicdo da
irradiacao pela lampada de xendnio (Xe) durante a medida na fotodegradacgéo do CP,

como mostra a Fig. 4.3-3.
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Figura 4.3-3: Espectros fotoacuUsticos de CP sem irradiacdo (0 min) e ap6s 1 min e 15 min
de irradiacdo de LED. Na legenda (a) indica a 12 medida realizada, (b) 22 medida realizada
sem aremocédo daamostrada célulafotoacusticae (c) 3 medida realizada em outra amostra

apos irradiagao.

Para avaliar a contribuicdo da irradiacdo pela lampada de Xe foram realizados
trés testes denominados por “a”, “b” e “c” na Fig. 4.3-3. No teste “a” foram avaliados o
CP sem irradiacdo e com irradiacdo em diferentes periodos, na Fig. 4.3-3 estao
mostrados somente para alguns periodos, porém os testes foram realizados em todos
os periodos. Em seguida foi realizado o teste “b” no qual a amostra nao foi removida
da célula fotoacuUstica, para avaliar se irradiacdo pela lampada de Xe durante a
execucao do experimento contribuiu na fotodegradacéo do CP, ou seja, observar se
haveria redugéo do sinal fotoacustico na mesma proporc¢ao que a irradiagéo por LED.
Para as amostras irradiadas foi realizado o teste “c”, no qual uma segunda amostra
irradiada (realizado em triplicata) foi medida pela espectroscopia fotoacustica, a fim
de comparacdo da reducdo apés o teste “b” e apds o teste “c”. E possivel observar na
Fig. 4.3-3 que h& contribuicdo da irradiacdo pela lampada de Xe, porém
comparativamente ao processo de irradiagéo via LED é menor.

Para evitar a sobreposicao desta contribuicdo ao efeito da irradiagéo pelo LED,
adotou-se como procedimento utilizar amostras diferentes para cada tempo de

irradiacdo, sendo realizada uma varredura em cada amostra da triplicata de cada
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tempo e ndo o processo de irradiacdo acumulativo, comumente empregado nestes
tipos de estudo.

Uma vez caracterizada as diferentes contribuicbes espectrais e definido o
procedimento para irradiagdo e medida, iniciou-se a analise dos resultados por meio
da analise de componentes principais (PCA) [47], na qual € possivel identificar nos
espectros as regides que mais se alteram mediante a um tratamento, neste caso a
irradiacéo do CP em diferentes tempos (Fig.4.3-4).

A Fig. 4.3-4A mostra a curva de loading das componentes principais PC1 e
PC2 em funcao do comprimento de onda, nota-se que PC1 (com 94,3% da variancia),
apresenta maior variacdo entre 330 a 550 nm, ja PC2 (com 2,1% da variancia) entre
330 e 400 nm. A curva de loading de PC1 mostra, tal como observado na Fig. 4.3-3,
que a regido que mais varia com relacdo a irradiacdo € a dos carotenoides. A Fig. 4.3-
4B mostra as curvas de loading de PC1 e PC2, nesta € possivel verificar que os pontos
mais distantes de PC1 = PC2 = 0 sao referentes aos comprimentos de onda ~430 e
330 nm, j& aregido entre 530 — 600 nm é a regido na qual € mais dificil de se identificar
alteracOes espectrais devido a irradiacdo. Além disso, analisando todas as amostras
medidas por espectroscopia fotoacustica nota-se que ha agrupamentos entre 0s
periodos de irradiacdo, na Fig. 4.3-4C as marcacfes em pontilhado indicam os
agrupamentos. As amostras nao irradiadas (0 min) apresentam maior variacdo em
PC1 e PC2, ja as amostras irradiadas durante 0,5 e 1 min apresentam caracteristicas
espectrais semelhantes, e apés 5, 10 e 15 min de irradiagcdo seria o terceiro
grupamento, porém a distancia entre as amostras € maior do que os dois outros
grupos.

Observa-se que este agrupamento das amostras é predominantemente devido
a variacado de PC1, e este representa 94% da variacdo observada nos espectros,
portanto o comportamento deste parametro em fungdo do tempo deve refletir a
evolugéo do processo de fotodegradacao do CP.

A Fig. 4.3-4D mostra o valor médio para PC1 da triplicada em funcdo do tempo
de irradiacdo, na qual observa-se um decaimento de dupla exponencial. O primeiro
decaimento rapido com tempo caracteristico da ordem de 0,3 min e um segundo com
tempo caracteristico da ordem de 5,6 min. Este comportamento indica que a
fotodegradacdo do CP n&o € um processo simples, e pode ser consequéncias de uma

série de reacdes fotoquimicas.
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Figura 4.3-4: Anélise multivariada dos espectros de CP com e sem irradiacdo: (A) Loading das
componentes PC1l e PC2 comparadas a um espectro fotoacUstico de CP sem irradiar; (B)
Loading PC1 versus PC2; (C) Score plot de PC1 versus PC2, as amostras 0 min sdo que néo
receberam irradiacdo de LED e (D) Comportamento de PC1 médio em funcédo do tempo de

irradiacdo. Inset: coeficientes que satisfazem o ajuste exponencial descendente fitado sobre

0S pontos experimentais.

Com base na andlise de PCA analisamos os comportamentos das éareas
fornecidas pelos ajustes gaussianos, os quais foram realizados em todos os
espectros, com e sem irradiacdo. Nos ajustes matematicos os valores de Xc, descritos
anteriormente, foram parametros fixos. As areas das bandas centradas em 470 e 410
nm foram analisadas em funcéo do tempo de irradiacdo, como mostra a Fig. 4.3-5.
Ambas as gaussianas se encontram na regido mais distante do gréafico de loading da

Fig. 4.3-4B.
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Figura 4.3-5: Comportamento das areas das gaussianas centradas em 470 e 410 nm em
funcdo do tempo de irradiagdo. Os pontos sdo as areas das gaussianas e as linhas sélidas
0s ajustes matematicos. Os parametros de ajuste obtidos estdo ao lado das figuras. O tempo

t =0 min indica o CP sem irradiagéo.

A Fig. 4.3-5 mostra que o comportamento dos carotenoides mediante a
irradiacdo tem comportamento nédo linear. A linearizacdo do gréafico ndo foi possivel,
utilizando funcdes logaritmicas. Assim como observado na analise de PCA, a reducao
das areas apresenta dois processos, sendo o primeiro um decaimento rapido, descrito
por uma exponencial com tempo caracteristico t = 0,69 min e o segundo uma reducao
linear, com coeficientes angulares de |2,0| min-! para a banda em xc = 472 nm atribuida
a violaxantina, componente majoritario do CP da polpa da fruta, e |5,9] min-! para a
banda em xc = 410 nm, atribuida ao C-caroteno [29], [112].

Este comportamento indica que a irradiagéo pode estar causando pelo menos
trés reacbes quimicas diferentes, sendo o primeiro descrito por uma lei exponencial
com o0 mesmo tempo caracteristico observado para as duas bandas, e o segundo de
comportamento linear, no qual os coeficientes angulares fornecidos pelos ajustes
lineares refletem a cinética das fotodegradacdes no CP. Sendo a velocidade da reacao

atribuida ao C-caroteno trés vezes maior que para a violaxantina.
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De acordo com Cvetkovi¢ e Markovic¢ [102] mostraram que os carotenoides em
solucdo de hexano, sob irradiacdo de UV (254, 300 e 350 nm), apresentam maior
reducgéo da intensidade da banda de absorgéo entre 380 e 550 nm, tal como em nosso
estudo, entretanto a irradiacdo no CP foi com LED com Ama em 420 nm, ja na regido
do visivel. Os autores descrevem que essa diminuicdo nas bandas de absor¢éo esta
correlacionada a cinética de branqueamento dos carotenoides, exibindo
comportamento do decaimento da intensidade de forma linear, enquanto nosso
trabalho apresenta comportamento ndo linear. Os mecanismos de branqueamento
propostos dos carotenoides estudados no trabalho, entre eles o B-caroteno e a
violaxantina, envolvem adicéo de radicais ou formagéo de adutos (produto da adigéo
direta de duas ou mais moléculas diferentes, resultando em um Unico produto de
reacao contendo todos os atomos de todos 0os componentes iniciais) ou reacdo de
transferéncia de elétrons ou abstracéo de hidrogénio [53].

Comparando nosso estudo ao trabalho citado, temos que o0 comportamento de
reducdo das bandas de absorcdo nao tem dependéncia linear, nem quando
analisados em escala logaritmica, o fato da irradiacdo ser no visivel e do trabalho no
ultravioleta € um fator importante nessa diferenca de comportamento, além disso, o0
solvente envolvido também influencia nos mecanismo propostos pelos autores, outro
fator importante € que nossa amostra trata-se de um extrato de polpa de fruta,
enguanto que o outro trabalho utiliza os carotenoides isolados. Apesar das diferencas,
fica evidente que o CP é fotodegradado devido as alteracdes nos carotenoides,
possibilitando a formacéo de espécies quimicas intermediarias, as quais poderiam ser
resultado da inibicAo de espécies reativas de oxigénio, que € caracteristica
antioxidante dos carotenoides.

Visando a aplicabilidade do canistel em p6 como um corante natural para ser
utilizado em produtos alimenticios, também foi avaliada a fotodegradacdo do canistel
em p6 em solucdo (CPS) por meio da espectrofotometria por transmitancia na regiao
do ultravioleta-visivel.

O CP foi solubilizado em 6leo mineral devido a sua lipofilicidade. No mesmo
viés que o estudo do CP por espectroscopia fotoacustica, a espectrofotometria foi
realizada. Inicialmente obtendo-se os espectros da solugdo de CP (50mg/L) sem
irradiacdo e do 6leo mineral, seguido da avaliacdo da contribuicdo da fonte de
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excitacdo do espectrofotometro, e por fim as medidas nas amostras irradiadas com
LED realizadas em triplicada.

A Fig. 4.3-6A mostra os espectros de absor¢do do CP sem irradiacéo e do 6leo
mineral utilizado para a preparacao da solucao de CP, nota-se que ndo h& contribuicéo
espectral do 6leo na regido entre ~ 300 e 525 nm, atribuida aos carotenoides, como

pode ser visto na Fig. 4.3-6B.
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Figura 4.3-6: (A) Espectro de absorc¢do da solugcdo de CP (50mg/L) sem irradiacéo e do 6leo
mineral utilizado como solvente. (B) Deconvolucédo gaussiana do espectro de CP sem
irradiacéo de LED (0 h).

Como dito anteriormente, dentre os carotenoides que podem estar presentes
no CP da polpa, a violaxantina + neoxantina sdo majoritarias, seguidas por {-caroteno
e B-caroteno, e outros carotenoides em menor quantidade [31]. Utilizando os ajustes
matematicos com funcbes gaussianas na tentativa de obter as contribuicdes dos
carotenoides e compostos fendlicos, foram obtidos os seguintes centros de bandas:

244,273, 288, 300, 316 e 336 nm, referentes aos compostos fendlicos, principalmente
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acido galico [31], [115], e 362, 382, 404, 428, 454 e 478 nm atribuidos a carotenoides.
[112], [114], [116]-[118].

Tal como na espectroscopia fotoacustica, ha qual foram medidas as amostras
de CP em po, h& a sobreposicdo de bandas no espectro obtido dificultando uma
caracterizacdo mais detalhada da solucdo de CP (CPS). No entanto, na regido
associada aos carotenoides foi possivel identificar os compostos (-caroteno (picos:
362, 382, 404, 428 nm) e violaxantina (picos: 428, 454 e 478 nm) [119]. Ressaltando
que a banda centrada em 428 nm é resultado da superposicdo das bandas de
absorcdo de ambos 0s compostos.

ApoOs cada tempo de irradiacdo de CPS foram obtidos seus respectivos
espectros de absorcdo, em triplicata. A Fig. 4.3-7A mostra a média dos espectros
obtidos em cada periodo. Para verificar a contribuicdo do 6leo mineral no processo de
fotodegradacdo, o mesmo foi irradiado nas mesmas condi¢gfes experimentais que a
solucéo de CP, os espectros estdo mostrados na Fig. 4.3-7B.
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Figura 4.3-7: Espectros de absorcdo na regido UV-vis da (A) CPS (solucdo de CP em 0leo

mineral (50 mg/L)) e (B) 6leo mineral para diferentes tempos de irradiacdo. (C) Comparacgao
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entre espectros consecutivos para a amostra nao irradiada, mostrando que a irradiacao
pela fonte do espectrofotémetro ndo provoca efeito de fotodegradacgéo.

Apesar de o 6leo mineral apresentar sensibilidade a luz irradiada, a variacao
espectral ndo tem a mesma intensidade e ndo ocorre no mesmo intervalo espectral
gue o CPS, sendo assim seus efeitos fotossensiveis podem ser desprezados nos
espectros das solugbes. A Fig. 4.3-7C apresenta trés medidas em uma mesma
amostra de CPS sem ser submetido a irradiacdo de LED, sendo a medida “a” a
primeira medida, e sem remover a amostra do equipamento foram realizadas na
sequéncia as medidas “b” e “c”, observa-se que ndo ha variacao significativa nos
espectros, mostrando que a contribuicdo da fonte de excitagdo do espectrofotometro
nao contribui de forma significativa no processo de fotodegradagédo do CPS. Nao
foram realizadas medidas repetidas em amostras de CPS irradiadas, visto que a
contribuicdo na amostra sem irradiar € desprezivel para este experimento.

Tanto na espectroscopia fotoacustica, quanto na espectrofotometria as
contribuicdes das fontes de excitacdo ndo foram significativas, quando comparadas
ao efeito dairradiacéo por LED, entretanto nota-se que na espectroscopia fotoacustica
houve um decréscimo na intensidade do sinal, o que ndo foi observado nos espectros
obtidos pelo espectrofotometro, possivelmente a poténcia nominal das fontes de
excitacdo, sendo as do espectrofotdbmetro aproximadamente 4 vezes menor que a da
espectroscopia fotoacustica, e a solubilizacdo do CP, o qual diminui a concentracdo
da fruta em po, sao fatores que contribuem para essa diferenca entre as duas técnicas.

Na Fig. 4,3-7A observa-se uma inversao de comportamento nos espectros em
funcdo do tempo de irradiacdo na regidao entre 300 e 350 nm. Ha diminuicdo da
intensidade dos espectros na regido acima de 350 nm e um aumento na intensidade
na regiao abaixo de 300 nm, ambos os comportamentos conforme o aumento do
periodo de irradiagcdo. Este comportamento corrobora com a espectroscopia
fotoacustica, na qual descrevemos que a diminuicdo das intensidades nos espectros
estd correlacionada ao branqueamento dos carotenoides. Além disso, a
espectrofotometria traz uma informacéo adicional com a inversdo das intensidades,
ou seja, o desvio da absorcao do visivel para regido do ultravioleta, na qual € relatado
na literatura que este comportamento é devido as rupturas das duplas ligacdes

conjugadas dos carotenoides [5].

82



Capitulo 4 — Resultados e discussao

Para melhor avaliar as variacfes espectrais em funcéo do periodo de irradiacéo
por LED de CPS, foi realizada a andlise de PCA em todas as amostras irradias e ndo
irradiadas, os resultados obtidos estdo mostrados na Fig. 4.3-8. Nota-se que a regiao
espectral que mais varia no periodo € entre ~ 300 e 500 nm, regido atribuida aos
carotenoides (PC1 < 0), seguida pela variacdo entre 250 e 300 nm (PC2 > 0), atribuida
aos compostos fendlicos, como mostra a curva de loading de PC1 e PC2 em funcédo
do comprimento de onda (Fig.4.3-8A), sendo a componente PC1 dominante na anélise
93,3% de variancia. Nas regides espectrais que mais variam no periodo de irradiacédo
temos que, podemos destacar bandas préximas ao centro de 250 e 430 nm, 0s quais
mais se distanciam de PC1 = PC 2 = 0 (Fig.4.3-8B).
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Figura 4.3-8: Analise multivariada dos espectros de CP com e sem irradiacdo: (A)
Loading das componentes PC1 e PC2 comparadas a um espectro de absorcéo de CP
sem irradiar; (B) Loading PC1 versus PC2 e (C) Score plot de PC1 versus PC2, as

amostras 0 h identificam as que ndo receberam irradiac&o de LED.

Estes resultados mostram comportamento semelhante a espectroscopia
fotoacustica. Ja a Fig. 4.3-8C, grafico score plot, mostra o comportamento de todas
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as amostras medidas em triplicata, na qual observamos que para as amostras sem
irradiacdo e para as irradiadas entre os periodos de 0,5 h até ~ 28 h a variacdo nos
espectros € maior na regido dos carotenoides (PC1 < 0), ja para os periodos acima
de 28 h a contribuicdo é maior na regido dos compostos fenodlicos (PC2 <0 e PC1 >
0). Vemos que o comportamento dos espectros por espectrofotometria tem diferenca
com relacéo aos espectros fotoacusticos. Na espectroscopia fotoacustica as amostras
agruparam-se em trés grupos 0; 0,5 e 1 min, 5, 10 e 15 min, ja na espectrofotometria
ndo apresentaram a formacédo de grupos por periodo de irradiacéo.

Os periodos de irradiacdo por LED do CP foram diferentes nas duas
espectroscopias, ja que a fotoacustica foi utilizada para amostras em pd, amostras
mais concentradas de CP, e a espectrofotometria para o CP diluido em 6leo mineral,
com menor concentracdo de CP, desta forma o tempo necessario para observar a
degradacédo sao diferentes, sendo mais rapido para as amostras mais concentradas.

Apesar desta diferenca na escala de tempo, observa-se que o comportamento
do parametro PC1 em funcéo do tempo de irradiacdo, mostrado na Fig. 4.3-9A, é
qualitativamente semelhante ao observado para andlise da fotoacustica. Ou seja,
observa-se que o processo tem dois regimes: para tempos iniciais uma acentuada
variacdo exponencial, com tempo caracteristico da ordem de 7,3 h, e para tempos de
irradiacdo maiores que ~ 20 h uma variacdo mais lenta, que € dominada por uma

variacao linear com coeficiente linear de ~ 0,015 h.
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Figura 4.3-9: Comportamento de PC1 (A) e da soma das areas das bandas de absorc¢éo dos

carotenoides (B) em funcéo do tempo de irradiacdo para CPS.
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Para melhor investigarmos o comportamento da irradiacdo nas solucfes dos
extratos de canistel foram realizados ajustes com fun¢des gaussianas, seguindo 0s
mesmos procedimentos matematicos que na espectroscopia fotoacustica, porém com
um ndmero maior de gaussianas, as quais tiveram seus centros descritos
anteriormente. Os ajustes matematicos foram realizados em todas as amostras,
conforme mostra o exemplo da Fig. 4.3-6B.

A Fig. 4.3-9B mostra a soma das areas das gaussianas centradas em 362, 382,
404, 428, 454 e 478 nm atribuidas aos carotenoides em funcdo do tempo de
irradiacdo, a qual apresenta comportamento analogo ao observado para PC1, ou seja,
que o processo de fotodegradacdo apresenta dois regimes, um com carater
exponencial (tempo caracteristico de ~ 8,8 h) e o segundo com comportamento linear
para tempos mais longos de irradiagao.

Como vimos na analise de PCA o parametro PC1 € governado pela variacao
do sinal na regido entre 300 e 500 nm, portanto refletindo o comportamento médio da
absorcdo dos carotenoides. Enquanto o ajuste matematico com as funcbes
gaussianas permite acompanhar a evolugado das bandas em funcdo do tempo de
irradiacdo separadamente, assim pode-se analisar a cinética da fotodegradacéo de
cada composto.

Como mencionado anteriormente as bandas centradas em 382 e 404 nm séo
caracteristicas do (-caroteno, enquanto as centras em 454 e 478 nm séo oriundas da
absorcdo da violaxantina, e a banda centrada em 428 nm possui contribuicdo da
absorcdo de ambos os compostos. A distingéo e atribuicdo destas bandas ficam ainda
mais evidentes no comportamento da area das mesmas em funcdo do tempo de
irradiacdo, como mostrado na Fig. 4.3-10, a qual mostra as areas normalizadas para

auxiliar a visualizagéo.
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Figura 4.3-10: Areas das bandas de absor¢&o normalizadas em funcéo do tempo de
irradiacdo por LED. A linhatracejada corresponde ao valor médio das areas centradas
em 382, 404, 454 e 478 nm. As linhas so6lidas representam os ajustes com func¢des
matematicas.

Observa-se claramente que as bandas do {-caroteno (382 e 404 nm) apresenta
um decréscimo inicial mais acentuado, com um tempo caracteristico de ~ 8h,
enquanto as bandas da violaxantina (454 e 478 nm) apresenta um pequeno
decréscimo exponencial inicial, com tempo caracteristico de ~ 4 h, seguido pelo
comportamento linear acima de ~ 10 h.

A superposicao das absorc¢des para a banda de 428 nm fica evidente quando
comparamos seu comportamento em funcdo do tempo de irradiagdo com o valor
meédio das outras bandas associadas ao (-caroteno e a violaxantina, como mostrado
na Fig. 4.3-10. Assim, a evolucao temporal desta banda reflete a fotodegradacéo de
ambos o0s compostos, 0 que justifica as maiores variacdes dos valores dos PC’s

observado na analise de PCA para este comprimento de onda.
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Destacamos aqui o comportamento das bandas de absor¢cao centradas em 273
e 428 nm, na regido em gque os comprimentos de onda mais se distanciaram de PC1
= PC2 =0 (Fig.4.3-8B), mostrado na Fig. 4.3-11.
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Figura 4.3-11: Comportamento das areas das gaussianas centradas em 273 e 428 nm
em funcdo do tempo de irradiagdo. Os pontos séo as &reas das gaussianas e a linha
sélida o ajuste matematico. Os parametros de ajuste obtidos estdo no detalhe da
figura. Otempo t =0 h indica o CP sem irradiagéo.

Tal como na espectroscopia fotoacustica temos comportamentos diferenciados
nas diferentes regides dos espectros, tal como proposto anteriormente, por se tratar
de compostos diferentes, carotenoides e compostos fendlicos. Para a banda centrada
em 428 nm, atribuida aos carotenoides (violaxantina e {-caroteno) majoritarios entre
0s encontrados na polpa do canistel, observamos os dois comportamentos, até ~ 36
h descritos por uma exponencial, com tempo caracteristico det=8,0 + 0,7 h e uma
funcao linear, para os dados apos 36 h de irradiacdo com coeficiente angular de |7,1|
+ 0,3 h'l. Ja para a banda centrara em 273 nm, atribuida aos compostos fenélicos,
nao foi possivel realizar um ajuste matematico, visto que o erro na média das areas
nao permite diferenciar os dados em funcao do tempo. Porém, o comportamento dos
dados experimentais, apresenta uma tendéncia também néao linear. Os resultados da
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espectroscopia fotoacustica também apresentaram comportamento ndo linear das
areas dos compostos do CP em p0, tal comportamento foi discutido como a formacéao
de produtos do branqueamento. Os dados da espectrofotometria também temos a
mesma interpretacdo, porém somente com 0s tempos caracteristicos e a cinética da
reacao, por meio do coeficiente angular, oriundos dos ajustes matematicos, néo é
possivel elucidar quais seriam os compostos formados devido a irradiacdo em 420
nm.

Na literatura hd uma vasta gama de trabalhos que estudam fotoreac6es em
carotenoides e compostos fendlicos, até onde é do nosso conhecimento, a maioria
dos trabalhos estudaram os compostos isolados e irradiaram na regiao do ultravioleta,
ja no nosso trabalho estamos analisando o extrato bruto do canistel e excitando em
420 nm (regido de maxima absor¢ao), regido na qual o extrato exibe maior absorcéo.
E complementam as analises dos produtos da reacdo por meio de técnicas de
separacao como cromatografias e espectrometria de massas.

Possivelmente esse comportamento ndo linear pode estar correlacionado a
outros compostos do extrato, tais como fibras. Em outro trabalho com o CP foi tentado
a separacdo de seus componentes por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
entretanto devido a complexidade do extrato ndo foi possivel separar seus compostos.
Cabe ressaltar, que o interesse em se utilizar menos processos quimicos possiveis
para extracdo do extrato do canistel foi no intuito de se obter um corante natural com
0 objetivo da aplicagdo em alimentos, de forma a ser menos agressivo a saude do que
os corantes artificiais [28], [30]. Entretanto estes testes de qualidade de alimento ainda
nao foram realizados.

A Fig. 4.3-12 mostra as fotos das amostras de CP em p6 e em solucdo antes
de irradiar e apds o ultimo tempo de irradiacdo e os diagramas de cromaticidade
obtidos por meio dos espectros de absorcédo e fotoacusticos das amostras. Tanto por
meio das fotos quanto dos diagramas € possivel notar que as amostras em pé sofrem
menor fotodegradacdo quando comparadas as amostras de CP em solucgéo, pois o
CP em solucao esta solubilizado em 6leo mineral reduzindo a concentracdo de CP
com relagdo as amostras em p6. O tempo irradiacdo para a fotoacustica foi
determinado em 15 min, pois para tempos superiores nao foram observadas
mudancas significativas nos espectros. Ja para a espectrofotometria o tempo de 120

h foi o tempo maximo dentro do limite de operacao do aparato experimental.
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Figura 4.3-12: A esquerda as solug6es de CP em 6leo mineral e a direitao CP em p6. 0
h ou 0 min sdo as amostras sem irradiar e 120 h e 15 min os ultimos periodos de
irradiacdo com LED.

A espectrofotometria por transmitdncia e a espectroscopia fotoacustica
forneceram informacdes valiosas para a fruta canistel, tanto em p6 quanto em solucéo,
pois foi possivel saber que o CP é fotossensivel a irradiagcéo no visivel, dado este que
pode contribuir no método de armazenamento do corante. Além disso, a reagao
mediante a irradiacdo pode ser descrita como um branqueamento, devido a quebra
das duplas ligacbes conjugadas dos carotenoides acarretando na diminuicdo das
bandas entre 300 e 500 nm, e o deslocamento para regides de maior energia, abaixo
de 300 nm, principalmente para os periodos de irradiagdo acima de 28 h. Ademais, as
espectroscopias forneceram informacdes importantes acerca do tempo de formacao
dos produtos da fotodegradacdo dos carotenoides, mostrando também uma
contribui¢cdo de outros compostos da polpa do canistel, devido ao comportamento ndo
linear das bandas dos carotenoides em funcdo do tempo de irradiacdo. Nas amostras
em solucéo, foi possivel observar a quebra das ligacdes duplas na regido de menor
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energia, os produtos formados estdo absorvendo na regido do ultravioleta, mostrado

no aumento da intensidade dos espectros nesta regiao.
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Capitulo 5

CONCLUSAO

As espectroscopias no UV-Vis, fotoacustica e FTIR-ATR se mostraram muito
versateis na investigacdo de compostos bioativos no residuo de fabricacdo de cerveja,
na planta Maytenus ilicifolia (espinheira-santa) e da fruta canistel.

Por meio da espectroscopia FTIR-ATR e a deconvolugdo gaussiana nos
espectros foi possivel identificar compostos fendlicos, proteinas totais e do triterpeno
friedelina, além do conteudo lipidico e a caracterizacdo de outros grupos quimicos nas
diferentes partes da planta Maytenus ilicifolia: cotilédone, plantula e folhas, as quais
possuiam diferentes idades. N&o foi possivel evidenciar qual parte da planta contém
mais compostos bioativos, pois ha uma alternancia entre os seus niveis entre as
diferentes partes, entretanto com relacdo a friedelina, composto que auxilia no
tratamento de problemas gastricos, hd uma tendéncia de maior quantidade no
cotilédone quando comparada a plantula e folhas. No residuo de fabricacdo de
cerveja, a espectroscopia FTIR-ATR também possibilitou sua caracterizacdo, bem
como, apds 0s processos de extracdo para remocao dos compostos amargos. Os
resultados com relacéo a proteina total foram equivalentes a analise fisico-quimica de
proteina bruta, antes e apos as extracdes, mostrando que a técnica espectroscopica
também pode ser utilizada para estimar conteddo proteico. Ainda na regido de
proteinas dos espectros de FTIR-ATR foi investigado as conformagfes de proteinas
antes e ap0s os processos de extracdo, por meio da segunda derivada nos espectros,
que mostrou uma dominéncia das estruturas secundarias B-folha/volta. Por fim, a
espectroscopia FTIR-ATR pode complementar o estudo no residuo de cerveja

fornecendo uma analise do nivel de carboidrato antes e ap0s cada processo de
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extracdo, mostrando reducéo no carboidrato, e apos a 12 etapa de extracdo os niveis
permaneceram praticamente constantes.

A espectroscopia fotoacustica, na regido do UV-Vis, foi aplicada para estudo
da espinheira-santa e do canistel. Tanto para as andlises de espinheira-santa como
do canistel foi necessaria a utilizacdo da deconvolucdo gaussiana dos espectros, pois
nao houve nenhum processo quimico de tratamento nas amostras, sendo apenas a
planta e a fruta desidratada e macerada, o que atribui uma grande complexidade aos
espectros devido a muitas contribuicdes de diferentes componentes orgéanicos das
amostras. Na espinheira-santa foi avaliado os niveis de pigmentos, clorofilas e
carotenoides, nas diferentes partes da planta. O cotilédone mostrou auséncia de
clorofila, enquanto as folhas a dos carotenoides, somente a plantula apresentou todos
0s pigmentos avaliados. Esse comportamento, possivelmente, é devido a atuacao de
cada parte da planta no processo de fotossintese associada a idade, sendo cada
pigmento responsavel por uma atividade com relacéo a captacao de energia luminosa.
Estes resultados tornam-se relevantes para o aprofundamento de estudos com a
espinheira-santa, uma vez que mesmo que esta planta possua um tempo de
desenvolvimento de 3 a 4 anos, os compostos bioativos caracteristicos desta espécie
estdo presentes desde o inicio do desenvolvimento, o que facilita a extracdo destes
compostos.

Na polpa do canistel irradiada com luz no visivel em sua regido de maxima
absorcdo (420 nm) a espectroscopia fotoacustica mostrou a presenca de ao menos
dois processos de fotodegradacdo nos compostos bioativos avaliados, isso foi
possivel com o auxilio da analise multivariada que indicou as bandas que mais
contribuiram para a variagdo nos espectros fotoacusticos. O tempo caracteristico do
1° processo foi em torno de ~ 0,7 min, enquanto 0 2° processo com uma taxa de
variacdo de 2,0 e 5,9 min-! para a violanxantina e o {-caroteno, respectivamente. Nao
foi possivel identificar os produtos formados em cada processo.

A espectrofotometria por transmitancia, no UV-Vis, foi aplicada nas amostras
de po de canistel solubilizado em 6leo mineral. Os espectros de absorc¢ao obtidos pela
técnica também foram tratados matematicamente por meio da deconvolucéo
gaussiana, para obtermos a identificagdo dos compostos bioativos e pela andlise
multivariada que indicou as bandas que mais variaram mediante a fotodegradagao no

visivel. Assim como na espectroscopia fotoacustica, foi identificada a presenca de dois
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processos de fotodegradacao nos carotenoides, o 1° com tempo caracteristico de 7,3
h e 0 2° com taxa de variagcéo de 0,015 h1. Entretanto, nota-se que 0s processos sdo
mais lentos do que nas amostras em po.

As trés técnicas espectroscopicas aplicadas neste trabalho apresentaram
resultados positivos com relacdo a identificacdo e investigacdo dos compostos
bioativos. Em técnicas padrao para analise destes compostos, usualmente se tem a
utilizacdo de solventes, essa € mais uma vantagem das espectroscopias estudadas
aqui, que requerem o0 minimo preparo da amostra, além de serem minimamente

destrutiva, mostrando grande potencial para analises de compostos organicos.
PERSPECTIVAS FUTURAS

As perspectivas futuras estéo direcionadas aos resultados do canistel, pois
observamos que h& a fotodegradacédo no p6 da polpa desidrata, sendo assim utilizar
um agente quimico que o estabilize frente a irradiacdo externa é uma das perspectivas
deste trabalho. O p6 de canistel, ja foi testado em complexacdo com a ciclodextrina,
e seus resultados iniciais mostram-se promissores com relacdo a fotodegradacéao,
entretanto é necessario avaliar qual a consequéncia aos niveis de compostos

bioativos com a complexacéo.
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