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Desenvolvimento de um Ensaio Colorimétrico em Papel para Determinacio

da Atividade Antioxidante via Captura do Radical DPPHe

RESUMO

A busca por métodos simples e eficazes para a determinagdo da atividade antioxidante
tem se intensificado nas tltimas décadas devido ao crescente interesse em substancias com essa
caracteristica. O eixo principal do presente trabalho visou o desenvolvimento e a validacdo de
um método analitico alternativo para determinagdo de atividade antioxidante, baseado em
adaptagdes e/ou inovagdes dos ensaios tradicionais que utilizam a captura do radical DPPHe,
implementando o uso de papel como suporte analitico e técnicas de analise colorimétrica de
imagens digitais. Através do emprego de solug¢des de acido galico como padrao de substancia
antioxidante, foram estudadas condi¢des reacionais atreladas ao ensaio de captura do referido
radical, visando a adequag¢ao do uso do suporte analitico e do registro do padrao de cores gerado,
buscando a obtencdo do melhor desempenho analitico. A partir da regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS — Partial Least Squares) dos resultados obtidos com o método
otimizado, obteve-se um coeficiente de determinagdo (R?) superior a 0,98 e um erro quadratico
médio inferior a 10%, valores que indicam um notorio potencial de aplicabilidade. A validagao
do método proposto ocorreu por meio da comparagdo com o desempenho de um dos métodos
tradicionalmente utilizados: ensaio espectrofotométrico com DPPHe em microplaca. Uma
mesma amostra de adcido gélico foi avaliada por ambos os métodos, revelando uma capacidade
preditiva similar, porém, com menor dispersdo, no caso do método proposto neste trabalho.
Dessa forma, por entregar os mesmos resultados que o método tradicional sem a dependéncia
de instrumentacdo analitica, sugere-se o método desenvolvido como uma alternativa aos
métodos tradicionais consolidados na comunidade cientifica, podendo ser empregado em

diferentes realidades laboratoriais.

Palavras-chave: analise colorimétrica; atividade antioxidante; DPPHe; suporte em papel; PLS.



Development of a Paper-Based Colorimetric Assay for the Determination of

Antioxidant Activity via DPPHe Radical Scavenging

ABSTRACT

The search for simple and effective methods to determine antioxidant activity has
intensified in recent decades due to the growing interest in compounds exhibiting such
properties. The main focus of this study was the development and validation of an alternative
analytical method for assessing antioxidant activity, based on adaptations and/or innovations of
traditional assays that rely on DPPHe radical scavenging, implementing the use of paper as an
analytical support and the application of digital image-based colorimetric analysis techniques.
Gallic acid solutions were used as a standard antioxidant compound to investigate the reaction
conditions associated with the DPPHe scavenging assay, aiming to optimize the use of the paper
support and the image acquisition of the resulting color patterns, seeking to achieve the best
analytical performance. Using Partial Least Squares (PLS) regression on the data obtained from
the optimized method, a coefficient of determination (R?) greater than 0,98 and a root mean
square error below 10% were achieved, indicating strong potential for applicability. The
proposed method was validated by comparing its performance with that of a traditionally used
method: the spectrophotometric DPPHe assay in microplate. The same gallic acid sample was
analyzed using both methods, revealing similar predictive capacity, however, the method
developed in this study exhibited lower dispersion. Therefore, by delivering results comparable
to those of the traditional method without the need for analytical instrumentation, the proposed
method is suggested as an alternative to the traditional methods established in the scientific

community, with potential applicability in various laboratory settings.

Keywords: colorimetric analysis; antioxidant activity; DPPHe; paper-based support;

PLS.
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15
1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, substancias com propriedades antioxidantes vém ganhando
destaque devido a suas capacidades de combater processos de deterioragdo oxidativa presentes
ndo s6 no organismo, mas também em diversos produtos comerciais (GULCIN, 2020).
Inumeras sdo as substancias capazes de retardar processos oxidativos, podendo ser de origem

natural ou sintética (CAROCHO; FERREIRA, 2013).

Antioxidantes naturais estdo presentes em plantas, animais ¢ demais organismos,
constituindo um grupo diversificado formado por tocoferéis, compostos (poli)fenolicos, como
acidos fenolicos, flavonoides, antocianinas; carotenoides, proteinas, minerais, dentre outras
substancias (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015) (Figura 1).

Figura 1 - Estruturas quimicas de diferentes tipos de substancias antioxidantes: quercetina (flavonol),
acido salicilico (acido fenolico), resveratrol (estilbeno), glutationa (tripeptideo) e a-tocoferol

(tocoferol).

Quercetna Acido salicilico Resveratrol
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Os beneficios provenientes do consumo de alimentos como frutas e verduras ¢
associado em boa parte a presenga de antioxidantes em suas composi¢cdes (GULCIN, 2011).
Essas substancias desempenham um papel crucial para a prevencdo de diversas enfermidades
como a aterosclerose, a diabetes mellitus, at¢ mesmo alguns tipos de cancer (KARADAG et al.,
2009; TINKEL et al., 2012) e doengas neurodegenerativas, como o Alzheimer (FENG et al.,
2023; NEHA et al., 2019).

Antioxidantes sintéticos, por sua vez, sdo obtidos a partir de sinteses quimicas e sdo
amplamente empregados devido a seu baixo custo, producdo em larga escala e estabilidade

quimica (GULCIN, 2020). Dentre os principais compostos desse tipo, destacam-se 0s
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antioxidantes fenolicos: mistura de 2-(terc-butil)-4-hidroxianisol e 3-(tertcbutil)-4-
hidroxianisol (butylated hydroxyanisole) (BHA); 2,6-di-terc-butil-p-cresol (butylated
hydroxytoluene) (BHT); terc-butil-hidroquinona (tertiary butylhydroquinone) (TBHQ); propil
galato (propyl gallate)(PG); dentre outros (GULCIN; ALWASEL, 2023).

Figura 2 - Estruturas quimicas dos antioxidantes sintéticos mais comumente usados (GULCIN;
ALWASEL, 2023).
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Diversos itens presentes no dia a dia comportam antioxidantes, sejam naturais ou
sintéticos, em sua composicao. A industria alimenticia se vale do uso dessas substancias na
manutencdo da qualidade nutricional de produtos visando um maior tempo de prateleira,
evitando processos danosos como a rancidez oxidativa, por exemplo (SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015). A industria farmacéutica explora a atividade antioxidante na
formulacao de medicamentos, avaliando diversas combinagdes de substancias e seus efeitos no
organismo, além de investigar extratos e fragdes oriundas de materiais vegetais que possam
apresentar a referida propriedade de forma extensiva (SILVA ef al., 2024). Outras areas como
as de cosméticos, lubrificantes industriais e materiais aplicam antioxidantes em seus produtos
visando promover maior estabilizagdo quimica (GULCIN, 2020). Dada a grande importancia
que os antioxidantes tém na sociedade atual, pesquisas sobre substancias e extratos vegetais
com alta capacidade antioxidante vem sendo tOpicos presentes em diferentes trabalhos

cientificos (OLIVEIRA, 2015; GULCIN; ALWASEL, 2023).

Nesse contexto, um aspecto a ser considerado ¢ o desenvolvimento de métodos
analiticos eficazes para a determinacdo de atividade antioxidante. Dentre os métodos mais
empregados atualmente, destacam-se aqueles baseados no ensaio de captura do radical 2,2-

difenil-1-picrilhidrazil (DPPH¢) (KARADAG et al., 2009). O DPPHe ¢ um radical estavel, de
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cor roxa intensa, possuindo absor¢do méaxima em torno de 517 nm (IONITA, 2021). Ao reagir
com uma ou mais substancias antioxidantes, a conversao do DPPHe a sua forma reduzida, 2,2-
difenil-1-picrilhidrazina (DPPH-H), promove a mudanga na coloragao do meio reacional de
roxo para amarelo-palido (Figura 3) (IONITA, 2021;GULCIN; ALWASEL, 2023).

Figura 3 - Reacdo do radical DPPH* (roxo) com uma substancia antioxidante (AH), gerando DPPH-H
(amarelo-palido) e um radical Ae.
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O consumo de DPPHe durante a reacdo leva a uma queda do valor de absorvancia da
solucdo em 517 nm. Tradicionalmente, vale-se da espectrofotometria para associar a reducao
da absorvancia nesse comprimento de onda com a capacidade antioxidante da amostra
(GULCIN; ALWASEL, 2023). A porcentagem de inibigdo do DPPH* (pela amostra) é obtida
ao relacionar a absorvancia da solugao de DPPHe antes (A ontrote) € a0 término (Agmostra) da

reagdo com a amostra:

A —A
Inibi(;éo (%) — ( controle amostra) x 100

Acontrole

Com a porcentagem de inibi¢do, ha duas formas principais de expressao dos resultados
(OLSZOWY-TOMCZYK, 2021). Uma delas se dd com o parametro 1Cso, quantidade de
amostra necessaria para inibir a concentracao inicial de DPPHe em 50% (OLIVEIRA, 2015).
Quanto menor o valor de ICso, maior o poder antioxidante da amostra. A outra consiste em
correlacionar o poder de inibi¢do da amostra com um antioxidante padrio (NENADIS;
LAZARIDOU; TSIMIDOU, 2007; SILVA et al., 2024; SATEANCHOCK, 2018). Nessa
abordagem, faz-se uma curva padrao com o antioxidante de referéncia e, a partir dela, associa-
se a porcentagem de inibicdo da amostra em equivalentes do padrdo selecionado. Substancias

como Trolox, acido ascorbico, acido galico, dentre outras, sio normalmente empregadas como
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padrio antioxidante (NENADIS; LAZARIDOU; TSIMIDOU, 2007; OLSZOWY-TOMCZYK,
2021).

A absorvancia costuma ser medida com um espectrofotometro UV-Vis ou com um
leitor de microplacas (KARADAG et al., 2009). Por ser um equipamento relativamente simples
frente a outros equipamentos, o uso do espectrofotdmetro UV-Vis ¢ uma das razdes pela alta
disseminacio do ensaio de captura do radical DPPHe (KARADAG et al., 2009; GULCIN;
ALWASEL, 2023). Leitores de microplacas também sao amplamente utilizados por permitirem
a avaliagdo de maultiplas amostras simultaneamente, otimizando o tempo de analise
(KARADAG et al., 2009). De modo geral, o método do DPPHe ¢ destacado pela alta
simplicidade técnica e rapidez de andlise, sendo amplamente empregado em estudos
preliminares de antioxidantes, seja em compostos puros ou em extratos de plantas (APAK et al,

2006).

Apesar de ser considerado tecnicamente mais simples, econdmico e rapido em
comparag¢ao com outras técnicas analiticas, o ensaio espectrofotométrico em microplacas ainda
apresenta barreiras que podem inviabilizar seu uso em certos cendrios. O custo elevado da
instrumentagdo, a necessidade de treinamento técnico especializado, sobretudo para manuseio
de dilui¢cdes seriadas e amostras em concentracdes muito baixas, além do tempo de reagdo
necessario (que muitas vezes pode ultrapassar 30-60 min por rodada de anélise), tornam o
método pouco vidvel em contextos com recursos restritos. Ademais, a reprodutibilidade do
ensaio pode ser comprometida em laboratdorios com pratica limitada, devido a variabilidade de

parametros criticos como tempo de incubagdo, agitagao, pH e controle de temperatura.

Estudos apontam que, apesar da boa precisdo geralmente observada, diversos fatores
podem afetar a confiabilidade dos resultados, incluindo dificuldades no momento da tomada de
aliquotas, preparo de reagentes e controle de condi¢des reacionais, resultando em variabilidade
intra ¢ inter-laboratorial (BOBO—GARCiA etal.,2015; PRIETO et al., 2015). Essas limitagdes
tornam o ensaio menos adequado para contextos com baixo suporte técnico ou financeiro,

destacando a necessidade de métodos alternativos mais robustos e acessivelis.

Métodos analiticos fundamentados no uso de papel como suporte para reagdo, que
ganham destaque pelo seu baixo custo, alta praticidade e possibilidade de portabilidade
(SINGHAL et al., 2021), surgem como uma alternativa potencial ao método tradicional
supracitado. Caracteristicas do papel, como sua flexibilidade, resisténcia mecanica, alta

porosidade, alta molhabilidade e biocompatibilidade permitem que uma série de andlises
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biologicas e quimicas sejam realizadas (BERASARTE et al., 2025). Além disso, o facil acesso
a tecnologias como cameras digitais, dispositivos celulares e scanners, permitem a conversao
do produto reacional em imagem digital de forma simples e barata, fomentando a aplicagao de
métodos de detecg¢ao por analise de imagem (BERASARTE et al., 2025). A combinagdo de um
material de baixo custo com uma técnica de detec¢do extremamente acessivel, cuja viabilidade
é respaldada pela literatura (SATEANCHOCK et al., 2018; BARBOZA et al., 2022; LOPEZ-
TELLEZ, CANIZARES-MACIAS, 2023), pode tornar-se uma poderosa ferramenta analitica.

Em reacdes em que ha variagdo de cor, como a que ocorre no ensaio de captura do
radical DPPHe, a aplica¢do da colorimetria como técnica analitica pode ser interessante. Na
quimica, ¢ um método empregado para avaliar as cores de solugdes, imagens ou outras fontes
de informagdo a depender do contexto. Dentre os parametros colorimétricos mais empregados,
destaca-se o espaco de cores RGB (Do inglés: R - red (vermelho), G - green (verde), B - blue
(azul)) (FAN, et al., 2021). O espaco RGB ¢ representado por um cubo (Figura 4), em que os
eixos correspondem aos trés canais de cor envolvidos. De acordo com a intensidade luminosa
e a cor do objeto analisado (solu¢do, imagem, entre outros), cada componente apresenta um
valor, sendo a faixa entre 0 e 255 geralmente adotada, gerando uma combinacao especifica dos
parametros R, G e B (FAN, et al., 2021). Com isso, ndo so6 a distingdo objetiva de amostras de
diferentes cores torna-se possivel, mas também a associagdo entre a intensidade da cor gerada
na reagdo com algum outro pardmetro, como a concentra¢do de determinada substancia-alvo

ou, no caso do presente trabalho, o poder antioxidante da amostra.

Figura 4 — Espaco cubico de cores RGB. Adaptado de (FAN, et al., 2021).

Embora seja uma técnica empregada em aparelhos instrumentais, como

espectrofotometros e colorimetros, para diversos tipos de analise, ela também pode ser realizada
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pela avaliagdo de imagens digitais obtidas a partir de dispositivos, como aparelhos celulares e
cameras digitais (BERASARTE et al., 2025). A disponibilidade de aplicativos e programas de
livre acesso que permitem esse tipo de analise, como o Photometrix

(https://www.photometrix.com.br/) e o ImageJ (https://imagej.net/ij/), gera uma redugdo ainda

maior dos custos operacionais e possibilitam a realizagdo da andlise por quaisquer usuarios com

acesso a um celular e/ou computador, a partir de quaisquer localidades.

Além do potencial analitico, o desenvolvimento de métodos que usam o papel como
suporte, associado a uma técnica analitica simples, como a analise colorimétrica de imagens
digitais, se alinha com os principios da quimica analitica verde (GALUSZKA;
MIGASZEWSKIA; NAMIESNIK, 2013). O uso do papel, que por si s6 ¢ um material seguro,
biodegradavel e abundante, atrelado a técnicas de avaliagdo de imagens digitais (obtidas por
dispositivos celulares ou por outra tecnologia) permite que a analise seja realizada in situ, com
consumo energético reduzido e baixa geracdo de rejeitos quimicos. Diante da crescente
necessidade por métodos mais sustentaveis ¢ ambientalmente responsaveis, esses aspectos

tornam-se vantagens relevantes frente a técnicas instrumentais mais tradicionais.

Contudo, embora fatores econdmicos e ambientais sejam atrativos, qualquer proposta
de método analitico deve ser testada e validada. Entre as etapas essenciais no desenvolvimento
de um método, destaca-se o tratamento e a interpretagdo adequados dos dados (FERREIRA,
2015). Para isso, vale-se da quimiometria, a aplicagdo de ferramentas matematicas e estatisticas
a quimica (KOWALSKI, 1975). Seu uso permite que tendéncias e flutuacdes sejam
identificadas e compreendidas a partir de testes que avaliam, por exemplo, a distribui¢do normal
dos dados, a presenga de valores aberrantes, a condi¢do de homoscedasticidade. Dessa forma,
a identificagdo e correcao de erros gerados, além do reconhecimento de limitagdes inerentes da
metodologia proposta, pode ser realizado, assegurando maior robustez e confiabilidade ao

método desenvolvido.

Além de ser fundamental para o tratamento e interpretagdo corretos dos dados, a
quimiometria também tem um papel importante na constru¢do de modelos estatisticos e na
validagdo de métodos analiticos. Modelos bem ajustados, em que as varidveis independentes
(preditores) apresentam forte correlagdo com a variavel dependente (resposta), favorecem
maior robustez, precisdo e capacidade de previsdo do método analitico. Por isso, a escolha
correta da técnica de regressao empregada tem um impacto direto na qualidade dos resultados

obtidos. A existéncia de programas de livre acesso que dispde de diferentes ferramentas
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quimiométricas, como o Orange (https://orangedatamining.com/), permite o emprego da

quimiometria em métodos com diferentes aplicagdes de modo pratico, facil e rapido.

Existem diversos tipos de regressdes, diferindo na natureza da relagao entre variaveis,
complexidade e aplicabilidade, sendo cada um deles mais adequado para situagdes especificas.
No contexto da colorimetria por analise de imagens digitais, ¢ comum que multiplas variaveis
independentes, como os valores dos canais R, G e B, sejam empregadas, tornando o uso de
métodos de regressao multivariados mais adequado. Ademais, ¢ comum que os canais de cor
apresentem alta colinearidade, isto ¢, uma forte correlagio (ZHAO et al., 2023). Assim, a
alteracdo da intensidade de uma das coloragdes pode impactar simultaneamente os trés canais,
dificultando a compreensdo da contribuic¢ao individual de cada um deles sobre a resposta. Por
isso, em alguns tipos de andlises, como espectroscopicas e colorimétricas, ¢ fundamental que

modelo de regressao utilizado lide bem com a caracteristica de colinearidade entre os preditores.

O método de regressao por minimos quadrados parciais (PLS — Partial Least Squares)
¢ o mais empregado nesses casos (ANDRADE, 2008; BERASARTE et al., 2025), pois
distingue e seleciona as variagdes dos preditores mais associadas a variavel resposta,
otimizando a constru¢do do modelo preditivo. O funcionamento do PLS baseia-se na construgao
de componentes latentes, que sdo combinagdes lineares dos preditores originais, capazes de
capturar, de forma otimizada, a variabilidade da resposta (WOLD; SIOSTROM; ERIKSSON,
2001) . Isso ocorre porque o método maximiza a covariancia entre as projecoes das amostras
nos componentes latentes (também chamados de scores) e a variavel resposta (WOLD;
SJOSTROM; ERIKSSON, 2001). Dessa forma, informagdes dos preditores originais que nio
apresentam relagdo significativa com a resposta sdo minimizadas, permitindo que a modelagem

se concentre nos fatores estatisticamente importantes na predi¢ao.

Ap6s o desenvolvimento de um modelo estatistico descritivo, todo método analitico
deve passar pela etapa de validacdo (FERREIRA, 2015). Nesta etapa verifica-se se a capacidade
de generalizacdo e predi¢do do modelo sdo mantidas quando novos dados sdo analisados.
Dentre as principais formas de realizar a validacdo de modelos preditivos, destacam-se a
validagdo interna e externa. A validagdo interna tem como principio a subdivisdo dos dados em
dois grupos: treinamento e teste. O modelo ¢ construido com a parte dos dados destinados ao
treinamento e testado com a outra, sendo o processo repetido até que todas as amostras tenham
sido usadas como teste ao menos uma vez (BERETON, 2018). J4 a validacao externa usa dados
totalmente independentes aqueles empregados na constru¢cdo do modelo de regressdo. Assim, ¢

um modo mais rigoroso e realista de verificar a capacidade preditiva do modelo, no entanto
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demanda de uma maior disposicdo de amostras, ndo se adequando a depender do caso

(BERETON, 2018).

Diante de todo o cendrio apresentado, nota-se que ha uma gama de possibilidades de
aparelhos, materiais e técnicas a serem exploradas no desenvolvimento de um método analitico.
O ensaio de captura do radical DPPHe, ja consolidado no meio cientifico, merece investigagao
quanto a introducdo de possiveis inovagdes e/ou alternativas que tornem o ensaio mais simples
e atual. Como alternativa aos métodos tradicionais estabelecidos, o presente trabalho de
conclusdo de curso tratou do desenvolvimento de um método de determinacdo de atividade
antioxidante cuja espinha dorsal se baseia no uso de materiais, aparelhos e programas
extremamente acessiveis, buscando alcan¢ar uma alta eficacia de analise com um baixo custo

de recursos e de tempo.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico simples, barato e efetivo para a determinacdo de

atividade antioxidante a partir do ensaio de captura do radical DPPHe em papel, seguido de

quantificagdo por analise colorimétrica de imagens digitais e uso de PLS.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Revisar a literatura sobre o ensaio tradicional de captura do radical DPPHe e identificar,
por meio de estudo bibliografico, tendéncias atuais em métodos analiticos aplicaveis ao
ensaio com DPPHe;

Avaliar o uso de papel como suporte analitico para o ensaio com DPPHe com detecgdo
por analise colorimétrica de imagens digitais;

Selecionar um padrdo antioxidante com base na literatura e na disponibilidade de
reagentes;

Determinar o tipo de papel mais adequado e acessivel para aplicagdo no método;
Estudar e otimizar as condigdes da reacdo entre o DPPHe e o padrdo antioxidante
(proporgdes, concentragdes e tempo de reagdo, dentre outros);

Estabelecer um procedimento adequado para aplicagdo do produto reacional no papel;
Desenvolver um sistema de captura de imagens com iluminagdo homogénea intra e
interimagem;

Realizar a captura de imagens do produto reacional no papel;

Analisar as imagens obtidas por colorimetria utilizando o software ImageJ,

Aplicar regressdao por minimos quadrados parciais (PLS) aos dados tratados utilizando
o software Orange,

Avaliar a qualidade do modelo PLS por meio da correlagdo e do erro médio obtidos;
Validar o método desenvolvido através da verificacdo da precisdo intermediaria e da

comparac¢ao com o método espectrofotométrico tradicional.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 REAGENTES

Os principais reagentes utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram: alcool
metilico P. A. ACS (Synth, Brasil) (MeOH); 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPHe) (Sigma-

Aldrich, Alemanha); acido galico (acido 3,4,5-triidroxibenzoico.
3.2 PREPARO DO SUPORTE DE PAPEL

A partir de folhas de papel linho branco (Filiperson, Brasil), de dimensdo 21,0 x 29,7
cm e de gramatura igual a 180 g/m?, foram preparadas tiras de 2,0 cm x 8,0 cm. Com um l4pis
grafite, retas paralelas foram tragadas a cada 2,0 cm do comprimento das tiras de papel

conforme indicado na Figura 5.

Figura S - Representacdo do suporte de papel produzido.
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3.3 PREPARO DE SOLUCAO ESTOQUE DE ACIDO GALICO

A massa de 0,0100 g de 4cido gélico (C7HeOs; 170,12 g mol™), foi solubilizada em
MeOH;s sendo a solucao transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 100,00 +
0,08 mL. O baldao foi avolumado com MeOH, formando uma solu¢do de acido galico na

concentragdo de 100 mg L'

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES DE ACIDO GALICO USADAS NA CURVA DE
CALIBRACAO

A partir da transferéncia de aliquotas de 2,000; 3,000; 4,000; 5,000 e 6,000 mL da
solugdo estoque de acido galico para baldes volumétricos de 10,00 = 0,02 mL, foram realizadas
diluicdes com MeOH, levando a solugdes de concentragdo: 20,0; 30,0; 40,0; 50,0; 60,0 mg L™,

respectivamente.
3.5 PREPARO DA SOLUCAO DO RADICAL DPPHe

A massa de 0,0116 g do radical DPPHe (C1sH2NsO¢; 394,3 g mol™') foi solubilizada

em MeOH e transferida quantitativamente para um baldo volumétrico de 50,00 + 0,05 mL. Em
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seguida o baldo foi avolumado com MeOH, formando uma solu¢gdo de DPPH* na concentragao

de 232 mg L.
3.6 REACAO ENTRE O ACIDO GALICO E O DPPHe

Adicionou-se 200 uL das solucdes de acido galico de concentragdo 20,0; 30,0; 40,0;
50,0; 60,0 mg L' em diferentes frascos de 2 mL. Em seguida, adicionou-se 800 uL da solugio
do radical DPPHe em cada frasco contendo as solucdes de acido gélico, com intervalos de 6
minutos entre cada adi¢do. O meio reacional foi homogeneizado inicialmente e as reagcdes foram

mantidas no escuro por 20 min.
3.7 APLICACAO DO PRODUTO REACIONAL NO SUPORTE DE PAPEL

Ao término do tempo reacional de 20 min, 10 pL das solucdes resultantes da reagdo
do acido galico com o radical DPPH* foram aplicados nas tiras de papel, com o auxilio de uma
seringa (702N, Hamilton, EUA), sendo o processo repetido quatro vezes (cada aplicagdo em

um quadrado diferente para analises em quadruplicatas), como representado na Figura 6.

Figura 6 - Representagdo da aplicagdao do produto reacional em uma tira de papel.
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3.8 CAPTURA DA IMAGEM

Logo apos secagem, as tiras de papel contendo o produto reacional foram alocadas a
partir de uma abertura lateral (uma por vez), em uma camara de iluminagdo, cujas dimensdes e
principais partes sdo representadas na Figura 7. Em seguida, uma fonte de luz homogénea e
uma camera de celular foram posicionados, respectivamente, nas aberturas retangular e circular

presentes na parte superior da camara de iluminagdo e a captura de imagens realizada.
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Figura 7 - Configuracdo da camara de iluminagio e demais dispositivos utilizados na captura de
imagem.

33,0cm

O
|

12,5cm

3.9 ANALISE COLORIMETRICA

As imagens digitais obtidas a partir das tiras de papel foram analisadas com a utilizagdo
do programa ImagelJ (1.8.0 345), de livre acesso (https://imagej.net/ij/). Para tanto, usando a
ferramenta “Oval”, selecionou-se individualmente uma area circular na parte central de cada
mancha (cerca de 70% da area total da mancha), e procedeu-se a medida colorimétrica dos

parametros de RGB médio da érea selecionada por meio da opcao “RGB measure”.
3.10 ORGANIZACAO E AVALIACAO INICIAL DOS DADOS

Os dados obtidos na etapa de analise colorimétrica foram organizados em uma planilha
no programa Excel. A regressdo linear de cada um dos componentes R, G e B, em relagado a
concentracdo inicial de acido galico, foi realizada a fim de verificar a o impacto causado

individualmente por cada uma das varidveis na linearidade do modelo.

3.11 REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS (PLS) E TRATAMENTO
ESTATISTICO

A regressao por PLS foi realizada com o uso do programa Orange (versao 3.38.0), de
livre acesso (https://orangedatamining.com/). Primeiramente, selecionou-se o icone “File” para
indicar o arquivo Excel e a planilha que continham os dados das solugdes da curva padrdao. Em

seguida, inseriu-se o icone “Select Columns™ e o icone “PLS” a fim de selecionar as varidveis
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a serem analisadas (R, G ¢ B em relagdo a concentragdo inicial de acido galico) na regressao
por PLS. Os parimetros do modelo gerado (R?, RMSE, entre outros) foram fornecidos em
“Predictions”. Em “Cross-Validation” realizou-se a validagao cruzada para verificagdo da
robustez ao modelo gerado. Por fim, no programa Excel, foi feita uma analise dos residuos para
verificar a homoscedasticidade do modelo e identificar possiveis valores aberrantes. A

arquitetura final usada no programa Orange (versdo 3.38.0) estd indicada na Figura 8.

Figura 8 - Arquitetura utilizada no programa Orange (versdo 3.38.0) para gerar a regressao por PLS.
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3.12 VALIDACAO DO METODO DESENVOLVIDO POR COMPARACAO COM
METODO TRADICIONAL

3.12.1 Procedimento experimental
O método tradicional do ensaio de captura do radical DPPHe foi realizado seguindo o
procedimento descrito por Silva et al. (2024). Com uma pipeta multicanal (8 canais) transferiu-
se 100 uL de MeOH (em cada canal) nos pogos presentes nas 7 primeiras colunas de uma
microplaca de 96 pogos. Em seguida, adicionou-se 100 pL de uma solugao de acido galico de
concentragio inicial igual a 80,0 mg L! nos pogos da primeira coluna da placa e realizou-se o
processo de diluicao seriada nos pogos da coluna 1 a 5, resultando em solug¢des (100 uL) com
concentracdes de 4cido galico iguais a: 40,0; 20,0; 10,0; 5,0 ; 2,5 mg L', Nos pocos da coluna
6 (controle positivo), adicionou-se 100 pL de uma solucdo de 4cido galico de concentragdo

inicial igual a 35,0 mg L', diluindo-a a 17,5 mg L!. Removeu-se 100 pL da solugio diluida
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para manutenc¢do das condi¢des reacionais dos pocos das demais colunas. Nos pogos da coluna
7 (controle negativo), repetiu-se o procedimento realizado na coluna 6, mas com a adi¢do de
MeOH ao invés de uma solugdo de acido galico. Por fim, transferiu-se 100 uLL de uma solugao
de DPPH+ 0,1 mmol L em todos os pogos das colunas 1 a 7. A microplaca foi tampada e
envolta com papel aluminio e a reagdo foi mantida por 30 minutos. Apds esse tempo, a
absorvancia foi medida em 517 nm em um leitor de microplacas (Spectramax M2E, Molecular

Devices).
3.12.2 Tratamento e interpretacdo dos dados

Os dados de absorvancia foram organizados e tratados estatisticamente no programa

Excel. A porcentagem de inibi¢do foi calculada por meio da seguinte expressdo matematica:

A —A
Inibi(;éo (%) — ( controle amostra) x 100

Acontrole

Em que Acontrote cOrresponde a absorvancia média das amostras de controle negativo

e Aamostra corresponde a absorvancia individual obtida em cada pogo.

Realizou-se a regressao linear entre a concentragdo inicial de 4cido galico (variavel
dependente) e a porcentagem de inibi¢do (variavel independente). O valor predito para o
controle positivo foi obtido e comparado com o valor obtido a partir do método desenvolvido

neste trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer do desenvolvimento deste novo método analitico, questionamentos
surgiram naturalmente: quais reagentes empregar € por quanto tempo promover a reagao? Que
faixa de concentracdo dos reagentes utilizar? Qual a melhor forma de aplicagao das solugdes
no papel? Que tipo de papel usar como suporte analitico? Qual técnica de andlise e modelo de
regressao sao os mais adequados para este método? A resolugdo desses e outros
questionamentos serviu como um pilar para aprimorar a eficacia e manter a simplicidade da
metodologia proposta por meio de adaptagdes realizadas. Apesar de muitas alteragdes terem
ocorrido concomitantemente, a discussdo se dara de forma individualizada a fim de evidenciar

o impacto de cada uma delas.
4.1 ESCOLHA DOS REAGENTES
4.1.1 Radical DPPH*

Dentre opgdes encontradas na literatura (GULCIN, 2020) de substancias usadas em
métodos de determinagdo de atividade antioxidante, escolheu-se o radical DPPHe. Seu ensaio
tradicional é popularizado e consolidado no meio cientifico (GULCIN; ALWASEL, 2023). Com
isso, espera-se que um alto impacto no meio cientifico seja gerado com inovagdes no principal
método utilizado na identificagio preliminar de potenciais antioxidantes (GULCIN;

ALWASEL, 2023).

A simplicidade técnica e relativa rapidez de sua reagdo (a depender do antioxidante)
(KARADAG et al., 2009) foram outros fatores que levaram a escolha do DPPHe como um dos
reagentes utilizados no presente trabalho. Além disso, as diferentes coloragdes do radical (roxo)
e de sua forma reduzida (amarelo-palido) (IONITA, 2021) permitem que haja um facil
monitoramento visual da reacdo, aspecto importante num método que utiliza anélise

colorimétrica.
4.1.2 Acido gdlico

Por ser muito utilizado como substancia antioxidante de referéncia no
desenvolvimento de métodos analiticos (GULCIN, 2020), optou-se por utilizar o acido galico
(acido 3,4,5-triiddroxibenzoico) . No ensaio de captura do radical DPPHe ¢ comum que o Trolox
(acido (£)6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) seja empregado como padrao
antioxidante, no entanto o acido galico também pode ser usado com esse intuito (NENADIS;

LAZARIDOU; TSIMIDOU, 2007; OLSZOWY-TOMCZYK, 2021). A diferenga ¢ que ao invés
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do resultado ser expressado na unidade “TE” (Trolox Equivalents) ele é expresso em “GAE”

(Gallic Acid Equivalents).

Classificado como um acido fenolico, é encontrado naturalmente em diferentes
alimentos como uva, alcaparra, roma, cha verde, mas também pode ser produzido de forma
sintética, apresentando diversas aplicacdes (CARVALHO, 2025; OBAFEMI, 2023; XIANG,
2024). Além de ser uma substancia com relevancia cientifica e socioecondmica, as solugdes de
acido galico sdo incolores, inferindo pouca ou nenhuma interferéncia nos ensaios
colorimétricos que o emprega como substancia de referéncia.

Figura 9 - Estruturas quimicas do acido galico (acido 3,4,5-triidroxibenzoico) e do Trolox (4cido (£)6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico).
0 CHz

HO HO

HO H3C

OH

CH3
Acido galico Trolox

4.2 ESTABELECIMENTO DAS CONDICOES REACIONAIS
4.2.1 Faixa de concentracdo de trabalho

Uma vez estabelecidos os reagentes, foi necessario definir uma faixa de concentragdo
de trabalho ideal para suas solugdes. Em uma primeira avaliacao, fixou-se a concentragao de
DPPH* em 0,100% (m/v) (2,54 x 10~ mol L"), ja que solugdes de DPPH* com concentragio
dessa ordem de grandeza sdo comumente usadas por apresentarem, de forma geral, resultados
mais eficazes no método tradicional (GULCIN, 2020). Para as solucdes de acido galico

explorou-se um grande intervalo de concentragdes, variando de 1,0 mg L™'a 10.000 mg L.

A ideia foi promover a reacdo, misturando mesmos volumes dos reagentes, para
verificar em qual faixa concentracdo de acido galico o produto reacional deixa de ser roxo,
indicando a presenca de DPPHe na forma radicalar, e passa a ser amarelo, indicando a redugao
a DPPH-H. Essa mudanca foi observada nas solugdes de concentra¢do 10,0 mg L™ e 100 mg
L. Assim, esse intervalo foi destrinchado em demais solucdes, com diferenca de concentracdo
de 10,0 mg L! entre cada uma, para que condigdes que favorecessem a formagdo de um

gradiente de cores nitido entre essas solugdes fossem investigadas.
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Posteriormente, na etapa de andlise colorimétrica, verificou-se que o intervalo final da
faixa (70,0, 80,0, 90,0, 100 mg L!) ndo apresentava uma relagio linear com o restante dos
dados. Dessa forma, estes foram desconsiderados e a faixa de concentracao de trabalho incluiu
cinco pontos (20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 60,0 mg L), quantidade suficiente para a construcio de
uma curva analitica (ANVISA, 2017). Além disso, por razdes discutidas no item 4.2.3 (p. 31),

a concentragio da solugio de DPPH? foi estabelecida em 232 mg L1
4.2.2 Tempo de reacdo

Uma das formas de manipular a variagdo de cor entre as solugdes foi controlando o
tempo de reagdo. Verificou-se empiricamente que a reacdo entre o DPPHe e o 4cido galico se
caracteriza por ocorrer rapidamente nos primeiros minutos ¢ proceder de modo mais lento a
partir de 20 minutos, o que corrobora com dados encontrados na literatura (SHOJAEE, M.S.,
MOEENFARD, M. & FARHOOSH, R., 2022). Com isso, solu¢des de acido galico de diferentes
concentragdes ja apresentavam coloragdes distintas nos minutos iniciais da reacdo, no entanto
a estabiliza¢dao dessas cores se dava apenas posteriormente. Visando tornar o método o mais
rapido possivel sem que sua eficacia fosse perdida o tempo reacional foi estabelecido em 20
minutos. Desse modo, as solugdes puderam ser distinguidas sem que houvesse alteragdes
significativas da cor de uma mesma solu¢do entre o fim da reagdo e a etapa de captura da
imagem. Por fim, vale ressaltar que houve um intervalo de 6 minutos entre o inicio das reacdes
para permitir que as etapas de aplicagao no papel e captura de imagem fossem realizadas logo

apos o término de cada reacao.
4.2.3 Proporgdo entre os reagentes

A outra forma de manipular o gradiente de cores dos produtos reacionais se deu
explorando a propor¢do entre os reagentes. A reagdo entre o DPPHe e o acido galico apresenta
um mecanismo complexo. Sabe-se que fatores como o solvente utilizado e a regeneracao de
polifendis (Figura 10) impactam diretamente na estequiometria reacional, no entanto ha
divergéncias entre estudos quanto ao numero de moléculas de DPPHe reduzidas por uma
molécula do antioxidante: 5,34 (SHOJAEE, M.S., MOEENFARD, M. & FARHOOSH, R.,
2022) e 6,25 (BRAND-WILLIAMS, W., CUVELIER, M.E. & BERSET, C., 1995).
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Figura 10 - Mecanismo de regeneracao de um orto-difenol (BRAND-WILLIAMS, W., CUVELIER,
M.E. & BERSET, C., 1995).

Y '

Devido a incerteza quanto a estequiometria reacional, a abordagem adotada a fim de
estudar as condigdes que gerariam um gradiente de cores nitido foi preparar uma solugao
equimolar de DPPHe (232 mg L'!) em relacfo a solugio mais concentrada de 4cido galico (100
mg L) e promover a reagdo por 20 minutos com diferentes propor¢des dos reagentes. Com
base no experimento, a propor¢ao entre o DPPHe e o 4cido gélico que se mostrou mais adequada
foi a 4:1, onde observou-se um gradiente de cores cuja transi¢do, do roxo ao amarelo, ocorreu
nos pontos centrais (40,0 mg L' -70,0 mg L) da faixa de concentragio previamente
estabelecida (10,0 mg L' — 100 mg L) (Figura 11). Como o uso da solugio DPPH- de
concentragdo 232 mg L' permitiu a diferenciagio das solugdes de 4cido géilico de modo
satisfatorio, decidiu-se manté-la na metodologia desenvolvida.

Figura 11 - Gradiente de cores gerado apds 20 minutos de reagdo da solugdo de DPPHe (232 mg L)
com as solugdes de acido galico (AG) na proporcao 4:1.
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4.3 USO DO PAPEL COMO PLATAFORMA ANALITICA
4.3.1 Escolha do tipo do papel

Dando seguimento ao desenvolvimento da metodologia, definiu-se o tipo de papel a

ser usado como plataforma analitica. Como indicado na sec¢ao “Material e Métodos” (Item 3.2,
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p- 24), dentre os tipos de papel disponiveis, optou-se por usar o papel linho. Fatores como uma
boa capacidade de retencdo, para evitar dispersdes das solugdes por capilaridade, e um prego
acessivel foram considerados na escolha do material. Por cada folha A4 de papel linho
(Filiperson, Brasil), por exemplo, o valor de R$ 0,57 foi encontrado comercialmente (Amazon
— consulta em maio de 2025), condizendo com a proposta da metodologia de utilizar materiais

de baixo custo.
4.3.2 Aplicacao das solucoes

Apesar de suas vantagens, o uso de papel como um aparato analitico apresentou alguns
desafios. Durante o desenvolvimento do método; uma das abordagens de inser¢ao dos reagentes
estudadas consistia em primeiro aplicar o 4cido galico e posteriormente o DPPHe, promovendo
a reacdao no proprio papel. Contudo, o resultado das aplicagdes foram manchas com zonas
heterocromaticas, inviabilizando a andlise por colorimetria. Supde-se que a evaporacao
desigual do solvente em diferentes areas do papel foi um fator chave nesse resultado, pois sabe-
se que o solvente tem influéncia na velocidade e na extensao reacional do &cido géalico com o
DPPH+ (SHOJAEE, M.S., MOEENFARD, M. & FARHOOSH, R., 2022). Para contornar essa
questdo, a reagdo foi realizada em solucdo e aplicou-se o produto reacional apés um tempo
necessario para estabilizacdo de sua cor, como discutido anteriormente (Item 4.2.2, p. 32).
Dessa forma, as manchas geradas tornaram-se homogéneas em rela¢do a cor, o que pode ser

observado na Figura 12.

Figura 12 - Manchas geradas apos aplicagdo de 10 pL dos produtos reacionais gerados em 20 minutos
de reagcdo do DPPH com solugdes de diferentes concentragdes de acido galico em quadruplicata
(colunas).
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Além da cor, o tamanho das manchas também foi uma preocupacdo. Devido a
capilaridade do papel, a partir de um volume de liquido poderia haver interse¢ao entre diferentes
manchas. Por outro lado, com a aplicagao de um volume muito baixo, a quantidade de matéria
poderia ser insuficiente para possibilitar uma distingao clara entre os produtos reacionais. O
volume de 10 pL. mostrou-se adequado as dimensdes das tiras, gerou um gradiente de cores
considerado apropriado entre manchas de diferentes amostras e, por isso, foi introduzido na

metodologia.
4.4 CAPTURA DE IMAGEM

Apos a avaliacdo das condigdes reacionais, do suporte analitico ¢ da forma de
aplica¢do das amostras, buscou-se uma forma adequada de se obter uma imagem para a analise
por colorimetria. Na captura de uma imagem digital para fins analiticos, cuidados extra devem
ser adotados a fim de assegurar que as condi¢des de fotografia e iluminacdo sejam as mesmas
para as diferentes amostras (BERASARTE et al, 2025). A posicdo do objeto, do dispositivo
(celular, camera digital, entre outros) e a distdncia entre eles devem ser fixadas a fim de
minimizar inconsisténcias entre imagens de diferentes amostras (FAN et al/, 2021). Além disso,
¢ primordial que a iluminagdo seja homogénea durante a andlise, visto que variagdes na
intensidade luminosa podem atenuar ou reduzir os sinais colorimétricos de uma amostra,

introduzindo erros ao sistema analitico (FAN et al, 2021).
4.4.1 lluminacdo ndo controlada

Ao reproduzir um experimento, j& com as condi¢cdes de reagdo e aplicacdo
estabelecidas, a captura de imagem foi realizada em um espago bem iluminado, mas sem
controle de parametros como: distancia da fonte de luz ao objeto, interferéncia luminosa
externa, homogeneidade da iluminagdo, entre outros. Ao avaliar os valores RGB das manchas
geradas, notou-se uma grande dispersao entre os dados. Como forma de ilustrar o resultado
obtido, abaixo sdo apresentados graficos dos valores de Red (Grafico 1), Green (Grafico 2) e

Blue (Grafico 3) pela concentragdo inicial de 4cido galico.
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Grafico 1 - Regressao linear dos valores de Red (n=4) versus Concentragdo inicial de acido galico
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Grafico 2 - Regressao linear dos valores de Green (n=4) versus Concentragdo inicial de 4cido gélico
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Grafico 3 - Regressao linear dos valores de Blue (n=4) versus Concentragdo inicial de acido galico
(AG).
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Ao calcular as médias dos valores Red ¢ Green obtidos e construir novos graficos
versus a concentracdo inicial de 4acido galico (Gréafico 4 e 5), obteve-se um resultado
interessante. Houve uma melhora significativa da correlacdo linear dos dados (R? (Red) de
0,2738 para 0,8807; R? (Green) de 0,6838 para 0,8827), indicando que, caso a dispersio dos
dados seja reduzida, havera uma melhora dos resultados do método. Por sua vez, a constru¢ao
de um novo grafico com as médias dos valores de Blue (Grafico 6) ndo houve uma melhora
relevante no valor de R? (de 0,0065 para 0,2012), indicando uma baixa correlagio linear entre
os valores de Blue e a concentracao de &cido géalico. Como resultado dessa avaliagdo, buscou-
se um modo de fixar e padronizar as condi¢des de iluminagdo durante a etapa de captura de

imagem a fim de tornar a medi¢ao mais precisa.
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Grafico 4 - Regressao linear das médias dos valores de Red (n=4) versus Concentragao inicial de
acido galico (AG).
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Grafico 5 - Regressao linear das médias dos valores de Green (n=4) versus Concentragao inicial de
acido galico (AG).
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Grafico 6 - Regressao linear das médias dos valores de Blue (n=4) versus Concentragao inicial de
acido galico (AG).
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4.4.2 Camara de iluminacdo controlada

Para contornar os problemas identificados previamente na captura de imagem, usou-
se uma camara de iluminacao controlada (Figura 13). Com o auxilio de um suporte especifico,
criado para ser introduzido na abertura lateral limitando a entrada de iluminacdo externa, a tira
pode ser alocada no interior da caixa numa posicao fixa. A camera do celular e a fonte de luz
foram posicionados em duas aberturas presentes na parte superior para garantir que a
iluminagdo dentro da cdmara fosse fixa e constante e que as fotografias fossem realizadas sob

as mesmas condig¢des.

Figura 13 - Camara de iluminagdo controlada e suporte da tiras usados durante a captura de imagem.

- .
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A homogeneidade da iluminacdo dentro da cadmara foi testada por meio de um
experimento simples. Uma folha de papel linho segmentada em areas foi alocada no interior da
camara e uma fotografia foi realizada (Figura 14). Como o papel ¢ um material de coloragio
homogénea, espera-se que, sob ilumina¢do adequada, valores de RGB bastante similares sejam
encontrados em diferentes pontos. Assim, realizou-se uma analise colorimétrica de distintas
areas distribuidas no eixo horizontal (tracejado azul) e vertical (tracejado vermelho) da

plataforma analitica, como indicado na Figura 14.

Figura 14 - Fotografia da plataforma analitica no interior da cdmara de iluminagao.

Um aspecto interessante, presente em ambos os graficos, é que a variacdo de um dos
canais (por exemplo de Red) é acompanhada por uma variagdo bastante similar dos demais (no

exemplo, de Green e de Blue).

Em primeiro lugar, verificou-se a propor¢do dos componentes RGB em cada area
avaliada. Para isso, os valores de Red, Green e Blue foram medidos e individualmente foi feito

o seguinte calculo:

X
P a0=—--— ;X=R,GouB
Topor¢ao = p——Fp ou

Os resultados foram organizados e podem ser observados na Tabela 1. Nota-se que a
propor¢ao dos componentes RGB em todas as areas avaliadas foi extremamente similar,

indicando que a cor do papel de fato ¢ homogénea. Dessa forma, somente diferencas nas
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condi¢des de iluminagdo e fotografia sobre a area analisada poderiam causar discrepancia dos

valores RGB entre diferentes pontos da plataforma analitica.

Tabela 1 - Propor¢do dos valores de RGB em diferentes areas analisadas.

PROPORCAO DOS VALORES DE RGB

CANAIS EIXO HORIZONTAL EIXO VERTICAL
1 2 3 4 1 2 3 4
RED 0,337 0,336 0,336 0336 0335 0,336 0336 0,336
GREEN 0,339 0,338 0,338 0,338 0,337 0,338 0,338 0,338
BLUE 0,324 0326 0326 0326 0327 0327 0326 0,326

Em seguida, os valores de RGB absolutos foram avaliados. No eixo horizontal

observou-se uma grande variagao nos valores de R (166,21 a 188,62), G (167,21 a 189,92) e B

(161,21 a 181,42) (Grafico 7). Por outro lado, as areas avaliadas ao longo do eixo vertical

apresentaram baixa variacdo dos valores de R (170,48 a 169,69), G (171,48 a 170,43) ¢ B

(165,77 a 164,73) (Grafico 8). Com isso, concluiu-se que uma mesma amostra apenas

apresentaria valores de RGB similares caso a plataforma analitica tivesse uma forma reduzida

e fosse posicionada verticalmente. Assim, a partir desse resultado, substitui-se a plataforma

analitica utilizada até o momento pelas tiras de papel descritas no item 3.2 (p. 24).

Grafico 7 - Comparagio de valores RGB obtidos em areas distribuidas horizontalmente na plataforma
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Grifico 8 - Comparacdo de valores RGB obtidos em areas distribuidas verticalmente na plataforma
analitica.
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4.5 ANALISE COLORIMETRICA

Ha uma gama de sofiwares e aplicativos de andlise de imagem que sdo empregados
em estudos cientificos: Adobe Photoshop, MATLAB, ImageJ, Pantone Studio, PhotoMetrix
(SATEANCHOCK, S. et al,2018; BERASARTE 1. et al, 2025; FAN Y. et al, 2021). O programa
escolhido para as andlises colorimétricas do presente trabalho foi o /mageJ, um software livre
(National Institutes of Health (NIH) — https://imagej.net/ij/). Selecionou-se as 4areas
correspondentes a cada mancha das tiras de papel e utilizou-se a ferramenta RGB Measure,
indicada na Figura 15. Com isso, valores de RGB médios da area selecionada foram obtidos

(Figura 16) de forma rapida e pratica, sendo organizados em uma planilha do programa Excel
(Tabela 2).



Figura 15 - Interface do software de imagem ImageJ e procedimento empregado na analise
colorimétrica.
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Figura 16 - Valores de RGB médios da area previamente selecionada no programa.
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Tabela 2 - Dados obtidos na etapa de analise colorimétrica organizados em uma planilha do programa

Excel.

Coqt;fggf)gao Red Green Blue
60,0 175,72 173,72 160,72
60,0 173,96 173,40 159,93
60,0 173,96 173,49 159,98
60,0 174,20 174,44 160,83
50,0 172,16 171,36 157,96
50,0 170,44 171,44 157,44
50,0 171,61 171,42 157,82
50,0 171,29 171,36 157,67
40,0 167,86 167,78 155,78
40,0 167,04 167,03 155,04
40,0 167,52 167,86 155,18
40,0 167,62 167,68 155,60
30,0 164,98 164,58 156,75
30,0 164,97 164,95 155,19
30,0 164,76 164,76 154,76
30,0 165,98 165,95 156,21
20,0 165,77 164,77 159,77
20,0 162,22 161,22 156,22
20,0 163,13 162,13 157,13
20,0 163,90 162,90 157,90

Ao selecionar a area a ser analisada, buscou-se contemplar a maior parte da mancha
sem que as bordas fossem incluidas. A exclusdo das bordas se deu devido a ocorréncia de um
fendmeno denominado coffee ring effect. No processo de secagem de liquidos em um material
como o papel, hd um actimulo de material nas extremidades da mancha gerada (LIANG, 2022),
como pode ser observado na Figura 17. Desse modo, a fim de evitar inconsisténcias durante a
analise, optou-se por trabalhar com a regido das manchas que apresentasse uma cor visualmente
homogénea.

Figura 17 - Imagem de uma tira de papel, com o produto da reag@o entre o DPPHe e uma solugao de
acido gélico de concentra¢do 30,0 mg L™ aplicado, que retrata o coffee ring effect.
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4.6 REGRESSAO PLS E TRATAMENTO ESTATISTICO

A regressao PLS foi realizada para gerar a curva de calibragao do método. A decisao
por empregar essa e ndo outra forma de regressio se deu devido a natureza dos dados. E bastante
comum usar PLS em métodos analiticos que empregam a colorimetria, pois os componentes R,
G e B tendem a apresentar algum tipo de correlagio (WOLD.; SIOSTROM; ERIKSSON,
2001). Além disso, por meio de calculos matematicos, o PLS atribui pesos para cada varidvel,
permitindo interpretar quais componentes tém maior impacto na linearidade do modelo

(WOLD.; SIOSTROM; ERIKSSON, 2001).

O programa Orange (versdo 3.38.0) gera a regressdo PLS informando alguns
pardmetros estatisticos. Os pardmetros usados na avaliag¢io inicial do modelo foram o R?
(coeficiente de determinagdo) e 0o RMSEC (Raiz do Erro Quadratico Médio da Calibragao; do
inglés: Root Mean Square Error of Calibration). O R? informa o quio bem os dados estdo
ajustados a um modelo (FERREIRA, 2015), no caso linear. Seu valor varia de 0 a 1 e quanto
mais proximo de 1, melhor o ajuste. Ja 0o RMSEC ¢ uma medida de dispersdo média dos dados.
Ele ¢ similar ao desvio padrdo, representando o erro médio que os dados usados na calibragao
apresentam quando testados no proprio modelo (FERREIRA, 2015). Ele ¢ obtido a partir da

seguinte expressao matematica:

RMSEC = \/Z?—l(yreal,i - ypredito,i)z
n

(Y3521
l 2

Em que y;¢q;; € 0 valor real da concentragdo inicial da solugdo de acido galico

731
1

Vpredito,i © valor predito da concentragdo inicial da solugdo de acido galico “i” usando a curva

de calibracdo gerada e n o nimero de amostras

Inicialmente, avaliou-se como as varidveis preditoras (R, G e B) influenciavam no
PLS. Para isso, as varidveis foram divididas em pares (R e G; R e B; G e B) com o intuito de
comparar os diferentes modelos de regressdo gerados, além do modelo gerado com o uso de
todos as componentes de cor. Como resultado, verificou-se que o modelo que usou os valores
de R, G e B apresentou o maior coeficiente de correlagio (R? = 0,978) e o menor raiz do erro
quadratico médio de calibragio (RMSEC = 2,095 mg L") (Tabela 3), sendo o mais adequado

e, portanto, adotado para a continuidade do desenvolvimento do método.
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Tabela 3 - ParAmetros (R?> e RMSEC) do modelo PLS gerados por diferentes grupos de dados.

) RMSEC
DADOS R (mgL )
RGB 0,978 2,095
RG 0,958 2,910
RB 0,771 6,763
GB 0,825 5,924

De acordo com a ANVISA (2017) , a linearidade de um modelo deve ser avaliada nao
s0 pelo valor do coeficiente de determinag@o, mas também pela analise dos residuos. Com isso,
os residuos do modelo foram calculados e construiu-se um gréfico exibindo a distribui¢do dos

residuos em torno de zero (Grafico 9).

Grafico 9 - Distribui¢ao dos residuos do PLS.

Distribui¢ao dos Residuos do PLS

Observa-se que os residuos estdo bem distribuidos em torno de zero, sem nenhuma
tendéncia nitida, indicando homoscedasticidade dos dados. Visualmente, a distribuicdo dos
pontos parece normal e a média deles ¢ igual a—0,0019, o que reflete a aleatoriedade dos erros.
Com essas informacdes adicionais, a linearidade do modelo pode ser avaliada com maior
robustez. Considerando que métodos colorimétricos tendem a apresentar maior dispersao frente
a técnicas instrumentais mais sofisticadas (FUKUY, 2005; MHATRE, 2024), um R? de 0,978 ¢
um resultado bastante promissor. Vale ressaltar que o ensaio tradicional do radical DPPHe ¢
comumente empregado em avaliagdes de triagem (MUNTEANU; APETREI, 2021), em que
ndo ¢ exigido um R? tio elevado (= 0,990) (ANVISA, 2017) como em outros métodos

analiticos.
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Com o intuito de detectar possiveis outliers que poderiam estar prejudicando o poder
de predi¢do do modelo, o desvio padrio (o) dos residuos foi calculado (2,21 mg L) e usou-se
o critério pratico de reavaliacao de pontos com moédulo maior a 26. Um tnico ponto (destacado
em vermelho no Grafico 9), de valor esperado igual a 20 mg L™! e valor previsto igual a 25,113
mg L, foi descartado € o PLS foi realizado novamente a fim de verificar se este ponto estava
interferindo ou ndo na regressio. Como resultado, houve um aumento do R? (0,986) e uma

redug¢do do RMSEC (1,805), levando a uma melhora relevante do modelo gerado.

Embora a modelagem por PLS tenha se mostrado promissora, ¢ essencial que o modelo
seja validado para que os resultados apresentem maior grau de confiabilidade (FERREIRA,
2015). A etapa de validacao verifica a capacidade de predicdo do modelo com dados que ndo
foram usados em sua construgdo, garantindo sua robustez, evitando cenérios de sobreajuste

(overfit) e retratando sua aplicabilidade real (FERREIRA, 2015).

Em alguns tipos de regressdoes e modelos de machine learning ¢ comum o uso da
validagdo cruzada k-fold (REFAEILZADEH; TANG; LIU, 2018). Nesse método de validacao,
o conjunto de dados usados na etapa de modelagem ¢ dividido aleatoriamente em £k
subconjuntos (folds) (REFAEILZADEH; TANG; LIU, 2018). O modelo ¢ treinado (construido)
com os dados de k — 1 partes e testado com os dados presentes na parte remanescente. O
processo € repetido, alternando quais partes sdo usadas no teste k vezes, testando cada vez uma
parte (fold) diferente. Geralmente, os dados s3o divididos em 10 partes (kK = 10)
(REFAEILZADEH; TANG; LIU, 2018), no entanto, quando nao ha muitos dados, como no
caso deste trabalho, recomenda-se utilizar a validagdo cruzada 5-fold (k=5). Dessa forma, 80%
dos dados sdo usados na construgao da curva de calibragdo (treinamento) e 20% nao participam

da regressao e sdo testados no modelo gerado (teste).

Todo o processo de modelagem e de validacdo supracitados foram realizados em dois
dias diferentes (Dia 1 e Dia 2) a fim de verificar a repetibilidade do modelo PLS, assim como
de toda metodologia proposta. Os valores do coeficiente de determinagdo (R?) e do erro
quadratico médio (RMSEC) sdo fornecidos como Q? e RMSECYV, respectivamente, na
validagdo cruzada. Uma varia¢do baixa nesses dois parametros indica que o modelo PLS ¢
robusto e apresenta uma capacidade de predicio boa modelo (WOLD; SJIOSTROM;
ERIKSSON, 2001).

As diferencas entre R? ¢ Q> e RMSEC e RMSECV facilitam a visualizagdo da

capacidade preditiva do modelo. O esperado ¢ que haja uma redug¢do do coeficiente de
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determinacdo (Q* < R?) e um aumento na raiz do erro quadratico médio (RMSECV > RMSEC),
desde que ndo sejam abruptas, ja que isto indicaria uma situagdo de sobreajuste do modelo
(BRO, 2002; ERIKSSON et al, 2001; KVALHEIM, 2010). Uma parte da literatura cientifica
ndo delimita especificamente um valor aceitavel para a diferenca entre R?> e Q? indicando
apenas que diferencas altas seriam um indicio de sobreajuste. Por outro lado, outra parte
considera o limite de 0,20 como boa pratica na quimiometria (BRO, 2002; KVALHEIM, 2010).
Assim, os resultados obtidos na regressao e na validag¢ao cruzada foram organizados na Tabela

4 ¢ interpretados de acordo com este o limite pratico.

Tabela 4 - Pardmetros obtidos nas etapas de regressio PLS (R? e RMSEC) e de validagdo cruzada 3-

fold (Q* ¢ RMSECV).
PARAMETROS DIA 1 DIA 2
R? 0,986 0,980
RMSEC 1,596 2,004
Q? 0,983 0,960
RMSECV 1,805 2,608
R? - Q? 0,003 0,020
RMSECYV - RMSEC 0,209 0,604

Em primeiro lugar, os valores absolutos dos coeficientes de determinacio (R? e Q?)
foram satisfatorios. Todos os coeficientes apresentaram um valor superior a 0,950; mostrando
uma forte correlagdo linear dos dados, o que ¢ extremamente razodvel dado o intuito de
aplicabilidade deste método analitico. Nos modelos de regressdo, o R* obtido foi bastante
elevado e similar nos dois dias (0,986 e 0,980). Nos modelos de validacdo cruzada houve a
manuten¢do de um bom valor, ndo havendo nenhum sintoma de sobreajuste. Embora no Dia 2
observou-se uma diferenga maior entre R> e Q* em relagio ao Dia 1, esta diferenca (0,020)
ainda foi muito inferior ao limite pratico estabelecido pela literatura cientifica (0,20) (BRO,
2002; WOLD; SJOSTROM; ERIKSSON, 2001; KVALHEIM, 2010), indicando que em ambos

os dias o PLS apresentou uma boa capacidade preditiva.

Em segundo lugar, a raiz do erro quadratico médio foi avaliada. No Dia 1, o RMSEC
foi de 1,596 mg L', A avalia¢io em relagdo a faixa de trabalho se deu por meio da seguinte

expressao:
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o RMSEC
Erro Médio(%) = —  x 100

Cmax - Cmin

Substituindo os valores de RMSEC (1,596 mg L), maior concentragio (C gy =
60,0 mg L™!) e menor concentragdo (Cy,;; = 20,0 mg L™1) obteve-se um erro médio em
relagio a faixa de trabalho de 3,39%. Considerando o valor de RMSECV (1,805 mg L), o erro
médio relacionado a faixa de trabalho aumentou para 4,51%, valor ainda bem baixo. O RMSEC
(1,596 mg L") e o RMSECV (1,805 mg L!) apresentaram uma diferenga de apenas 13,08%,
valor excelente tendo em vista que ¢ esperado que haja um aumento do erro ao realizar a

valida¢ao cruzada.

Jano Dia 2, o RMSEC foi um pouco maior em relagio ao primeiro dia: 2,004 mg L.
A partir do calculo apresentado previamente, erro médio relacionado a faixa de trabalho foi de
5,01%. Ao realizar o célculo com o valor de RMSECV (2,608 mg L) houve um aumento do
erro para 6,52%. O RMSEC (2,004 mg L") e o RMSECV (2,608 mg L) apresentaram uma
diferenga de 30,14%. Embora o aumento do erro tenha sido maior em relagao ao primeiro dia,
ainda assim ndo € excessivo ao ponto de sugerir um sobreajuste dos dados (BRO, 2002; WOLD;

SJOSTROM; ERIKSSON, 2001; KVALHEIM, 2010).

De um modo geral, os resultados mostraram-se bastante promissores. Considerando a
validacao cruzada dos dois dias, o erro médio associado a faixa de trabalho variou de 4,51% a
6,52%, valores aceitaveis para um método analitico cujo uso ¢é direcionado a triagem de
substancias antioxidantes. Quanto a diferenca entre os valores de RMSEC e RMSECYV,
observou-se um comportamento distinto nos dois dias. No primeiro dia, o valor foi de 13,08%,
indicando uma baixa dispersdo dos dados empregados na analise. Ja no segundo dia, o aumento
para o valor de 30,14%, demonstrou uma inconsisténcia na dispersdo dos dados.
Provavelmente, condicdes diferentes na captura de imagem (como a posi¢do das tiras em
relagdo a fonte de luz) impactaram na precisao dos dados do Dia 2, j4 que a colorimetria ¢ uma
técnica que intrinsicamente gera uma dispersdo consideravel dos dados (FUKUY, 2005;

MHATRE, 2024) .

Em suma, os resultados obtidos sdo promissores para um método analitico
desenvolvido com materiais de baixo custo, tecnologia acessivel e sem a necessidade de
instrumentag¢ao analitica. Contudo, uma investiga¢ao mais profunda deve ser realizada a fim de
identificar as causas e como se pode reduzir variagdes dos dados colorimétricos, aumentando a

precisdao do método. Nesse contexto, sugere-se que a reproducao do método com um maior
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numero de replicatas seria uma das formas de adquirir mais dados e, assim, permitir uma

avaliagdo mais ampla das flutuagdes associadas.
4.7 COMPARACAO COM O METODO TRADICIONAL

Diversas adaptagdes sao descritas na literatura para o ensaio tradicional de captura do
radical DPPHe. Diferentes solventes, concentragdes e tempos de reagao sdo empregados,
evidenciando a falta de uma metodologia padronizada (OLIVEIRA, 2015). Diante disso, foi
necessario avaliar diferentes possibilidades experimentais e escolher a mais adequada para fins

comparativos com o método desenvolvido no presente trabalho.

Silva e colaboradores (2024), realizaram o ensaio de captura do radical DPPHe em
microplacas para avaliar a atividade antioxidante de algumas substancias puras e combinadas,
incluindo o acido gélico. Nesse estudo, estabeleceu-se uma faixa de linearidade para solugdes
de 4cido galico cujo intervalo de concentracdes engloba as solucdes usadas no método
desenvolvido neste trabalho (20,0 mg L™ a 60,0 mg L!). Por empregar a mesma substincia e
uma faixa de concentrag@o bastante similar, viabilizou-se a analise de uma mesma amostra por
ambos os métodos de modo satisfatorio. Dessa forma, a metodologia adaptada por Silva et al.
(2024) foi adotada como referéncia de método tradicional do ensaio de captura do radical

DPPHe.
4.7.1 Complexidade procedimental

Inicialmente, foram identificadas diferengas quanto a simplicidade técnica dos
métodos. Embora o método de referéncia permita a analise de um maior numero de amostras
em um tempo reduzido, devido ao uso de microplacas, ele apresentou maior complexidade tanto

em relagdo a aparelhagem necessaria quanto ao proprio procedimento.

O manuseio da pipeta multicanal exige uma maior qualificagdo técnica do analista.
Deve-se assegurar a distribui¢do uniforme dos volumes em todos os canais, o que pode ser
desafiador em fun¢do da disposicao do liquido nas ponteiras, do alinhamento preciso com os
pocos da microplaca ou do mau funcionamento de algum dos canais. Outro aspecto notado foi
a exigéncia de agilidade na realizagdo das transferéncias em razao do uso de um solvente volatil,
como o MeOH, cuja evaporagdo pode comprometer a exatiddo dos resultados. Além disso,
verificou-se dificuldade na homogeneizagao efetiva do meio reacional nos pogos da microplaca,
sendo adotada como alternativa a agitagdo manual utilizando as proprias ponteiras. A

desatencao aos cuidados operacionais descritos pode levar a introducao de erros analiticos, que
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se tornam ainda mais graves quando se trabalha com solugdes de concentracdes baixas, como

¢ o caso do método avaliado.

Por outro lado, o método desenvolvido neste trabalho apresenta um procedimento
técnico de simples realizacdo. A transferéncia de volumes e a aplicacdo das amostras na
plataforma analitica (papel) requerem apenas equipamentos basicos, como uma pipeta
automatica convencional e uma seringa, o que generaliza o método para diversas realidades
laboratoriais. A etapa que demanda maior atengdo € a captura de imagem, ja que variacdes nas
condi¢des de iluminagdo entre diferentes registros podem ser a fonte de erros significativos.
Assim, ¢ importante que o analista busque fixar as posi¢des dos dispositivos usados na captura

(celular e fonte de luz) e das diferentes amostras.

Em sintese, ambos os métodos apresentam vantagens e problematicas que exigem
aten¢do. O método tradicional oferece a possibilidade de avaliar um nimero maior de amostras
simultaneamente, porém demanda aparelhagem mais sofisticada e, consequentemente, maior
qualificagdo técnica. Ja o método desenvolvido tem uma simplicidade operacional que viabiliza
sua aplicagdo em laboratérios com menor infraestrutura, em triagens rapidas e até mesmo em

praticas de ensino.
4.7.2 Capacidade preditiva

No dia identificado no item 4.6 p. 44 como Dia 1, analisou-se uma amostra de 4cido
gélico por meio de ambos os métodos. Decidiu-se empregar uma concentracdo (35,0 mg L)
que se interpolasse na faixa central usada no método tradicional (5,0 mg L' — 80,0 mg L) e
desenvolvido (20,0 mg L' — 60,0 mg L). O tratamento estatistico dos dados obtidos foi
realizado da mesma forma, sendo realizada a analise de residuos para verificar a
homoscedasticidade, a normalidade e a presenga de valores aberrantes. A diferenca se deu

apenas no modelo de regressao utilizado (PLS e regressao linear).
4.7.2.1 Método tradicional

Ao realizar o método tradicional os seguintes dados foram obtidos:
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Tabela 5 — Dados obtidos no ensaio de captura do radical DPPHe utilizando o método tradicional.

Concentragdo . hancia AbSorbancia .. do Inibigao
inicial (517 nm) média (%) meédia
(mg L ) (517 nm) ’ (%)
80.0 0,058 78.52
80.0 0.060 77.78
80.0 0.059 78.15
80.0 0.065 75.93
80.0 0.063 0,0610 76.67 7741
80.0 0.060 77.78
80.0 0.063 76.67
80.0 0.060 77.78
40,0 0.067 75.19
40,0 0.066 75.56
40,0 0.072 7333
40,0 0.067 75.19
40,0 0.066 0,0658 75.56 75,65
40,0 0.065 75.93
40,0 0.064 76.30
40.0 0.059 78.15
20.0 0,068 74.81
20.0 0.078 7111
20.0 0.066 75.56
20.0 0.066 75.56
20.0 0.068 0,0680 74.81 7491
20.0 0.065 75.93
20.0 0.065 75.93
20.0 0.066 75.56
10,0 0.073 72.96
10,0 0.068 74.81
10,0 0,068 74.81
10,0 0.069 74 44
10,0 0.068 0,0689 74.81 74,49
10,0 0.069 74.44
10,0 0.067 75.19
10.0 0.069 74 44
5.0 0.074 72.59
5.0 0.072 73.33
5.0 0.072 7333
5.0 0.072 7333
5.0 0.072 0,0721 7333 73,29
5.0 0.073 72.96
5.0 0.071 73.70
5.0 0.071 73.70
0.280 5 3
0278 ] ]
0.273 ] ;
CONTROLE 0.267 ] ]
NEGATIVO 0.268 0,2700 ] ]
0.267 ] ]
0267 ] ]

0,260 - -
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Concentragio  \\ o hancia ADsorbancia o s0 Inibi¢ao
inicial (517 nm) média (%) média
(mg L ) (517 nm) (%)
0,071 73,70
0,066 75,56
0,067 75,19
CONTROLE 0,067 75,19
POSITIVO 0,067 0,0668 75,19 75,28
0,068 74,81
0,064 76,30
0,064 76,30

Sendo a inibi¢do calculada a partir da expressdo matemadtica indicada na se¢do de

“Material e Métodos” (item 3.12.2, p. 28.). Em um primeiro momento, a regressao linear foi

realizada tanto com os valores individuais (Grafico 10) quanto com os valores médios (Grafico

11) da porcentagem de inibi¢ao.

Grifico 10 - Regressao linear dos valores (n=8) do percentual de inibigdo versus a concentracao
inicial de 4cido galico (AG).
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Grafico 11 - Regressao linear dos valores médios (n=8) do percentual de inibigao versus a
concentracao inicial de acido galico (AG).
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Alguns pontos importantes podem ser avaliados a partir dos graficos. Em primeiro
lugar, todos os valores de inibicdo sdo maiores que 70%, indicando que a faixa de trabalho
ocorre numa zona de platd caracteristica comum na reacdo do DPPHe. O baixo coeficiente
angular da reta (0,0484) reflete uma baixa sensibilidade do ensaio, podendo ser mais adequado

utilizar solug¢des de menor concentragio (< 10 mg L.

Em segundo lugar, ao observar o Grafico 10, nota-se uma dispersao significativa dos
dados, havendo indicativos visuais da presenca de outliers, ja que ha dados que destoam
significativamente dos demais. resultando em uma baixa correlacio linear (R = 0,6097). Ao
utilizar os valores médios de inibicdo (Grafico 11), notou-se um aumento do coeficiente de
determinagdo (R? de 0,6097 a 0,9362), o que é esperado em qualquer analise, mas ndo
necessariamente de uma forma tdo abruta. Os valores de desvio padrdo (o) e coeficiente de
variacdo (CV) foram calculados a partir das seguintes equacdes a fim de mensurar a dispersao

presente no modelo:

o= =) -9y

CV (%) = = x 100

LIl Q
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Em que n representa o numero de replicatas (8), y o valor médio da variavel avaliada
e y; o valor individual de cada amostra. Os valores foram obtidos ¢ organizados na tabela

abaixo.

Tabela 6 - Desvio padrao e coeficiente de variagao dos valores de inibi¢ao considerando todos os
dados obtidos.

Concentracio Inibicio média Desvio Padriao Coeficiente de

inicial (mg L 1) (%) (%) Variacao (%)
80,0 77,41 0,89 1,14
40,0 75,65 1,34 1,77
20,0 74,91 1,59 2,13
10,0 74,49 0,67 0,90
5,0 73,29 0,37 0,50
35,0 75,28 0,83 1,11

O aumento do desvio padrio nas concentragdes de 20,0 0 mg L' € 40,0 mg L™! reforgou
o indicativo grafico da presenca de outliers. Com isso, a analise de residuos foi realizada e o

critério pratico de reavaliar pontos cujo valor ultrapassasse o modulo de 20 foi adotado.

Grafico 12 - Distribui¢do dos residuos da regressdo linear.

Distribui¢ao dos Residuos da Regressao Linear

Os pontos que estdo em vermelho no grafico R foram removidos por ultrapassar o
critério estabelecido. Em seguida, as métricas de dispersdo foram recalculadas sem esses

valores (Tabela 7).
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Tabela 7 - Desvio padrao e coeficiente de variagdo dos valores de inibi¢do ao remover os outliers

identificados.
Concentracio Inibicao Desvio Coeficiente de
inicial média Padrao Variacao

(mg L) (%) (Y0) (%)
80,0 77,41 0,89 1,14
40,0 75,65 0,43 0,57

20,0 74,91 0,46 0,61

10,0 74,49 0,67 0,90

5,0 73,29 0,37 0,50

35,0 75,28 0,83 1,11

Como resultado notou-se uma redugdo significativa do desvio padrio e,
consequentemente do coeficiente de variagao. Por isso, decidiu-se remover os outliers e refazer

a regressao linear.

Grafico 13 - Regressao linear dos valores individuais do percentual de inibi¢ao versus a concentragao
inicial de 4cido galico (AG) com outliers removidos.
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Grafico 14 - Regressao linear dos valores médios do percentual de inibi¢do versus a concentragao
inicial de acido galico (AG) com outliers removidos.
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Embora o valor de R? obtido ao usar as médias da inibi¢do apresentou uma redugio
(0,9362 para 0,8770), optou-se por empregar este modelo na analise da amostra teste, por
apresentar uma maior coeréncia estatistica. Substituindo os valores de porcentagem de inibi¢ao
encontrados para a amostra teste na equacao fornecida pelo modelo obteve-se o seguinte valor

de concentragao:
36,5+ 12,5mg L™t (n=8)

Apesar de uma boa exatidao, apresentando uma diferenca de aproximadamente 4,3%
em relacdo ao valor real (35,0 mg L!), houve uma dispersio consideravel. Como o coeficiente
de variagdo, apresentado na Tabela 7, teve um valor bastante reduzido (1,11%), a alta
variabilidade nas concentragdes estimadas ndo vem de inconsisténcias experimentais.
Provavelmente, pela faixa de trabalho se situar no “platé” da curva, grandes incertezas sao
geradas com pequenas variagdes da absorvancia medida e, consequentemente da porcentagem
de inibi¢do. Embora o estudo de Silva et al. (2024) indique a faixa adotada como linear, o ideal
seria verificar o comportamento deste método utilizando concentragdes reduzidas. Assim, uma

conclusdao mais assertiva do resultado poderia ser realizada.

4.7.2.2 Método desenvolvido

A constru¢do do modelo de regressao e a analise estatistica dos dados j foi apresentada

previamente no item 4.5 (Tabela 2, p. 43). Para avaliar a amostra teste, de concentragdo igual
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a 35,0 mg/L, com o uso do programa Orange (versdo 3.38.0), a arquitetura apresentada na

Figura 18 foi elaborada.

Figura 18 - Arquitetura empregada no programa Orange (versdo 3.38.0) para constru¢do do modelo
PLS e avaliar sua capacidade preditiva em relagdo a amostra teste.
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Como pode ser observado, os dados da curva padrao sao totalmente independentes dos
dados da amostra teste, sendo uma forma mais rigorosa e realista de verificar a capacidade
preditiva do modelo (BERETON, 2018). O icone “Predi¢des” forneceu os resultados das

concentragdes calculadas, além do erro do modelo, ambos apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 - Valores fornecidos pelo modelo PLS do método desenvolvido na predigdo de amostras de
acido galico com concentragio tedrica igual a 35,0 mg L' (amostra teste).

Concentragao Concentragdo Erro do PLS
tedrica (mg L") calculada (mg L ") (mgL ™
35,0 38,5 3,47
35,0 36,4 1,37
35,0 38,4 3,39
35,0 35,9 0,87

Nota-se que duas das replicatas tiveram um valor mais préximo do valor real,

apresentando um erro de apenas 0,9 mg L' e 1,4 mg L', enquanto as demais tiveram uma
divergéncia maior, com erros de 3,4 mg L! e 3,5 mg L. Calculando a média dos valores

fornecidos e o desvio padrdo, a concentragdo prevista da amostra analisada foi de:

373+ 1,3mg Lt (n=14)
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Em relagdo a exatiddo, o valor encontrado foi 6,57% acima do esperado (35,0 mg L~
1), representando um bom resultado. Nota-se, na Tabela 8, que todos os erros do PLS
apresentaram valores positivos, indicando a ocorréncia de um possivel erro sistematico em
alguma etapa do procedimento, como no preparo das solugdes ou na aplicagdo do produto
reacional no papel. Em relagdo a precisdo, o valor do desvio padrio foi bem baixo,
representando somente 3,25% de erro médio em relagdo a faixa de trabalho. sendo considerado

um excelente resultado dado a simplicidade técnica do método.

Diante dos resultados dos métodos empregados, o método proposto foi validado
segundo a compara¢ao com um dos métodos mais tradicionalmente utilizados, uma vez que
ambos os métodos apresentaram um bom desempenho quanto a exatiddo, ainda mais
considerando suas aplicacdes em ensaios preliminares ou avaliagdo de triagem. Quanto a
precisao, o método tradicional ndo forneceu um bom resultado. Provavelmente, o uso de uma
faixa de concentracdo em uma regido de baixa sensibilidade prejudicou a interpretagdo
adequada deste parametro, tendo em vista que a literatura (APAK et al., 2006; GULCIN,
ALWASEL, 2023; KARADAG et al., 2009;) respalda fortemente o ensaio tradicional do radical
DPPHe.
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5 CONCLUSAO

Em um contexto de crescente interesse por substancias antioxidantes, destaca-se a
importancia no desenvolvimento de novos métodos analiticos voltados para essa area. Com o
uso de materiais de baixo custo efetivo e tecnologia acessivel o presente trabalho buscou

implementar adaptac¢des e/ou inovagdes no do ensaio de captura do radical DPPHe.

O método desenvolvido mostrou-se como uma potencial alternativa aos métodos
tradicionais consolidados. Pardmetros fornecidos na etapa de validagdo cruzada, como um Q?
superior a 0,95 e um erro médio relacionado a faixa de trabalho de apenas 6,52%, tornam este
método propicio para ensaios de triagem e avaliagdes preliminares de substancias antioxidantes.
Ademais, a analise de uma amostra teste apresentou resultados promissores quanto a exatidao
e precisdo do método, exibindo uma capacidade preditiva similar ao método tradicional
empregado por SILVA et al., 2024 (ensaio espectrofotométrico com DPPHe em microplaca)

com menor incerteza em relacao ao resultado gerado.

Além dos resultados promissores, o método desenvolvido apresenta outras vantagens
interessantes. Ele permite que a avaliagdo preliminar da atividade antioxidante seja realizada
em diferentes realidades laboratoriais, j4 que sua realizagdo ndo depende de aparelhagem
instrumental. Ademais, tem um consumo energético minimo, gera poucos residuos quimicos e
pode ser realizado in situ, se tornando um método mais alinhando com os principios da quimica
analitica verde (GALUSZKA; MIGASZEWSKIA; NAMIESNIK, 2013) em comparagdo a

abordagem tradicional.
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6 PERSPECTIVAS

Como perspectiva, seria interessante encontrar uma forma de ampliar a faixa de
trabalho do método, j& que o uso de uma faixa restrita em baixas concentragdes suscetibiliza
uma maior dispersdo dos dados. A avaliagdo de um numero maior de replicatas, bem como de
outras condigdes reacionais, ou até mesmo outros padrdes antioxidantes, poderiam gerar

resultados ainda mais satisfatorios.

Por fim, a realizagdo de testes com amostras mais complexas, como extratos de plantas,
por exemplo, seria uma etapa importante para avaliagdo/verificagdo do potencial pratico de

aplicagdes do método desenvolvido.
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