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RESUMO

Atualmente é possivel observar uma demanda do consumidor por produtos mais saudaveis,
adicionados de compostos que ajudam a melhorar as fungdes do corpo, como antioxidantes,
antivirais e antimicrobianos, incentivando assim a comunidade cientifica a se dedicar cada vez
mais ao desenvolvimento de formas mais répidas e eficazes de obtencdo. Diante disso,
objetivou-se otimizar a extracdo de compostos bioativos da beterraba (betacianina, betaxantina
e &cido betalamico), utilizando metodologia de superficie de resposta e 0 método Bootstrap.
Desenvolveu-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) de segunda ordem (22),
com 5 repetigOes no ponto central e 4 pontos axiais, sendo os fatores, tempo e temperatura, e a
massa fixada em 0,5¢. Para encontrar os intervalos utilizados em cada fator, além da literatura,
foi realizado o procedimento de maxima inclinacdo ascendente. O ponto de étimo, foi
encontrado proximo do ideal estimado, sendo de aproximadamente 28 minutos e 66°C. A partir
da andlise pelo Bootstrap, foi possivel construir uma elipse de confianca (95%), onde pode-se
observar as quantidades maximas de cada composto, situadas nos intervalos de 20-30 minutos
e 60-65°C, 20-30 minutos e 55-65°C, e 20-35 minutos e 60-70°C, para a betacianina, betaxantina
e acido betalamico respectivamente, comprovando assim a localizacdo do ponto maximo de
extragéo.

Palavras-chave: otimizacdo, compostos bioativos, betalainas.



ABSTRACT

It is now possible to observe a consumer demand for healthier products, plus compounds that
help improve the functions of the body, such as antioxidants, antivirals and antimicrobials, thus
encouraging the scientific community to devote itself more and more to the development of
faster and more effective forms of procurement. The objective was to optimize the extraction
of bioactive compounds from beetroot (betacyanin, betaxanthin and betalamic acid) using
response surface methodology and the Bootstrap method. A second-order rotational central
composite (DCCR) (22) was developed, with 5 replicates at the central point and 4 axial points,
with the factors time and temperature, and the mass fixed at 0.5g. To find the intervals used in
each factor, in addition to the literature, the procedure of maximum slope was performed. The
optimum point, was found close to the estimated ideal, being approximately 28 minutes and 66
°C. From the Bootstrap analysis, it was possible to construct an ellipse of confidence (95%),
where it is possible to observe the maximum amounts of each compound, located in the intervals
of 20-30 minutes and 60-65°C, 20-30 minutes and 55 -65°C, and 20-35 minutes and 60-70°C,
for betacyanin, betaxanthin and betalamic acid respectively, thus proving the location of the
maximum extraction point.

Key words: optimization, bioactive compounds, betalains.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Um dos processos bastante utilizados na &rea de alimentos é a extragdo, que consiste na
remocdo e quantificagdo de compostos a partir de uma matriz alimenticia de interesse.
Entretanto, os riscos de seguranca, alto consumo de energia, baixa qualidade do produto, risco
ambiental e efeitos toxicologicos sdo fatores encontrados nesse processo, gerando assim a
necessidade de um estudo aprofundado sobre formas de como otimiza-lo (CHEN; ZHAO; YU,
2015).

A extracdo de pigmentos a partir de bases vegetais vem se firmando cada vez mais no
mercado, dentro dos setores de suplementos alimentares, nutracéutico, alimentos funcionais e
cosmético (SWAMY; SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014). Com base nisso, varios
estudos vem sendo realizados com o intuito de otimizar as condigdes de extragdo normalmente
estudadas, como por exemplo, tempo, temperatura e concentracdo de solvente, através da
metodologia de superficie de resposta (PRAKASH MARAN et al., 2017; SWAMY,;
SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014; YOLMEH; HABIBI NAJAFI; FARHOOSH,
2014).

Além da metodologia de superficie de resposta, 0 método Bootstrap pode ser também
utilizado, uma vez que visa uma reamostragem, a partir dos dados originais, obtendo assim
intervalos de confianca (EFRON, 2003), que facilitariam, posteriormente, uma aplicacdo
industrial, como demonstrado nos célculos de intervalos de confianca para os parametros
cinéticos de degradacdo de antocianinas em uva, por exemplo (MISHRA; DOLAN; YANG,
2011).

Como objeto de estudo, foi utilizado a beterraba (Beta Vulgaris L.), que é uma
leguminosa de raiz, pertencente a familia Chenopodiaceae, bastante utilizada na producéo de
sucos, concentrados e pds, além de ser conhecida por apresentar um forte pigmento chamado
Betalaina (MEREDDY et al., 2017). Este composto possui boas condi¢Bes antivirais e
antimicrobianas, além de poder ser utilizado como fonte de aminoacidos essenciais
(PRAKASH MARAN et al., 2017).



1.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi otimizar a extragdo dos compostos bioativos da beterraba
(betacianina, betaxantina e cido betalamico) por meio de metodologia de superficie de resposta

e método Bootstrap.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar uma extracdo aquosa dos compostos bioativos da beterraba utilizando um
delineamento composto central rotacional de 2 fatores e 5 niveis, incluindo tempo de extracdo
e temperatura como variaveis independentes

- Ajustar um modelo polinomial de segunda ordem aos dados obtidos da extracdo aquosa

- Aplicar o método Bootstrap como forma de otimizacdo da extracéo.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Frutas e verduras

Nos ultimos anos, € notavel a mudanca dos habitos alimentares da sociedade,
direcionada para o consumo de frutas e vegetais, devido a grande contribuicdo na ingestdo de
nutrientes, promovendo assim um impacto expressivo na saude a longo prazo (MIELGO-
AYUSO et al., 2017).

As frutas e vegetais sdo conhecidos por possuirem nutrientes em grandes quantidades,
como os antioxidantes, as vitaminas C e E, flavondides e carotentides, oferecendo assim
protecdo contra problemas cardiovasculares, cancer e até transformag6es degenerativas devido
a idade (DENG et al., 2017).

Nesse contexto, de acordo com a Organizacdao Mundial da Saude, deve-se ingerir cerca
de cinco a oito por¢oes por dia (400 — 600g) de vegetais, para que o risco de deficiéncia devido
a falta de nutrientes e outros problemas relacionados a dieta, seja reduzido (MILLER et al.,
2017).

Considerando esses dados, e por ser uma boa fonte de nutrientes, a beterraba vem sendo
estudada por vérios autores sobre suas funcionalidades e formas de extracdo de corantes
(BAIAO etal., 2017; CHEN; ZHAO; YU, 2015; MEREDDY et al., 2017; RAVICHANDRAN
etal., 2013).

2.1.1 Beterraba

A beterraba (Beta vulgaris L.) € um vegetal herbaceo rico em minerais, pertencente a
familia das Chenopodiaceaes. E uma raiz tuberosa, originaria das regides temperadas da Europa
e Norte da Africa. Sua raiz pode ser consumida crua, cozida, enlatada, seca ou em p6 (FILHO
etal., 2011).

Seu consumo representa apenas 2,1% do mercado de hortalicas, uma vez que nao ha
condicBes ambientais favoraveis para a producdo dessa semente no Brasil, necessitando assim
de importacéo, além do risco da entrada de pragas e doencas exoticas via sementes, e a auséncia
de programas de aprimoramento genético que possibilitem seu melhoramento, acabando por
onerar o custo do produto final (NASCIMENTO, 2019).

No ano de 2016, apenas no Paranad foram produzidos 107.3 milhdes de toneladas de

beterraba, numa &rea de 3.632 ha, sendo responsavel por 3,5% da produgéo de oleicolas no
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estado, tendo como principais nucleos Curitiba (39%), Guarapuava (8%), Ponta Grossa (8%),
Apucarana (7%) e Londrina (7%), totalizando 68% do percentual estadual(SALVADOR,
2017). Em nivel de Brasil, dados preliminares do IBGE, referentes ao ano de 2017, mostram
que foram contabilizadas 24.951 unidades produtoras de beterraba, totalizando 134.810
toneladas (IBGE, 2019).

A beterraba é conhecida pelos seus pigmentos vermelho-arroxeados, denominados
betalainas (MEREDDY et al., 2017) presente em grande quantidade, quando comparado com
outras fontes naturais (KUMAR; BROOKS, 2018), e por isso, considerada um dos vegetais
mais potentes em termos de capacidades antioxidante (ESQUIVEL, 2016). E considerada uma
boa fonte de fibra alimentar, carboidratos (Tabela 1), minerais (potassio, sédio, ferro, cobre,
magnésio, célcio, fosforo e zinco), vitaminas (retinol, acido ascérbico e complexo B),

antioxidantes e compostos fendlicos (BAIAO et al., 2017).

Tabela 1. Composicgéo centesimal da beterraba

Componente Quantidade (1009)
Umidade 86%
Proteina 1,99

Lipidios totais 0,1g

Carboidrato 11,19

Cinzas 0,99
Valor energético 49kcal

Fonte: (TACO, 2011)

Sua area territorial de plantio € predominante na regido Sul, com 11,579 unidades,
seguida pela regido Sudeste (9,880) e Nordeste (2,605), entretanto, sua maior producdo, em
toneladas, esta contida na regido Sudeste (69,015), seguida da regido Sul (46,105) e Nordeste
(14,686) (IBGE, 2019).

2.1.2 Compostos Bioativos
2.1.2.1 Betalainas

Betalainas sdo compostos heterociclicos e pigmentos de nitrogénio hidrossollveis

responsaveis por conferir varios tipos de coloragdo em flores, vegetais e frutas. Esta entre os
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quatro pigmentos derivados de vegetais mais importantes utilizados na industria, para coloragédo
de alimentos (ESQUIVEL, 2016). Encontra-se na parte tuberosa da beterraba, responsavel pela
coloracdo vermelho-purpura, além de possuir funcéo antioxidante e anti-inflamatoria (BAIAO
etal., 2017; MARTINS et al., 2017).

As betalainas dividem-se em duas subclasses: betaxantinas, responsaveis pelas
coloragbes amarelo-alaranjadas, e as betacianinas, responsaveis pelas colora¢fes vermelho-
violeta (RAVICHANDRAN et al., 2013). Essa divisdo se da a partir da biossintese com o acido
betalamico (Figura 1) (BAIAO et al., 2017), ou seja, quando ha condensagdo do &cido
betaldamico com a ciclo-3,4-di-hidroxifenilalanina (ciclo-DOPA), é formado a betanidina,
estrutura bésica das betacianinas; e quando 0 mesmo condensa-se com aminoacidos ou aminas
biogénicas, € formada a betaxantina (ESATBEYOGLU et al., 2015).

Herbach; Stintzing; Carle (2006) relataram que a degradacdo das betacianinas é
geralmente acompanhada por mudanga marcante na cor resultante da formagao de produtos de
degradacdo amarelos, tais como &cido betaldamico (424 nm) e betaxantinas (460-480 nm). Tal
degradacdo pode ser recorrente de diversos processos e condi¢fes de armazenamento, como
isomerizacdo, desglicosilacdo, hidrolise, descarboxilacdo e desidrogenacéo, afetando também
a cor e capacidade de absorcdo (ESQUIVEL, 2016).

% ©:>‘°°°” H R

NO

_ b

Hooc™ m COOH HOOG COOH  HOOC'

(a) (b) (c)

Figura 1. Estrutura geral do 4cido betalamico (), betacianina (b), betaxantina (c) (BAIAO et
al., 2017).

Atualmente, a beterraba é considerada a principal fonte comercial de betalaina,
entretanto a betacianina também pode ser extraida de outras fontes, como a pitaia, amplamente
cultivada na Asia, Israel e América Latina (GENGATHARAN; DYKES; CHOO, 2016). Além
desses, a betacianina também pode ser encontrada em flores (Portulacaceae, Caryophyllales)

e em cogumelos do tipo Amanita, Hygrocybee Hygrosporus. Porém, ainda existem poucos
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estudos analisando suas propriedades de cor, quando comparadas as extraidas da beterraba
(NEAGU:; BARBU, 2014).

Vaérios fatores podem influenciar a extracdo das betalainas da beterraba. Dentre eles
estdo o pH, atividade de agua e exposicdo a luz, oxigénio, metais, atividades enzimaticas e
temperatura, sendo este ultimo fator mais decisivo para sua decomposi¢do, dentro de uma faixa
6tima de pH (entre 3 e 7), sendo 0 4 e 5 os niveis 6timos(ANTIGO et al., 2017). Seu uso na
area alimenticia se da principalmente por ser livre de toxicidade e alergénicos, quando
comparada com corantes artificiais, € como pode atuar numa ampla faixa de pH, torna-se uma
alternativa Util as antocianinas, por exemplo, que possuem baixa eficacia em produtos &cidos
(ESQUIVEL, 2016).

A extracdo convencional por solvente é a técnica mais utilizada atualmente, na area de
extracdo de compostos bioativos em escala industrial (BARBA et al., 2016). Entretanto,
demanda um longo tempo de extracdo aliado a altas temperaturas, que podem resultar na
degradacdo do composto, além do uso de grandes quantidades de solvente que, em alguns casos,
pode ser nocivo ao ser humano e poluente, necessitando assim de um tratamento antes do
descarte (MACHADO et al., 2014).

Por ser um composto solivel em &gua, a extracdo aquosa da betalaina apresenta
potencial para se obter uma extracdo mais eficiente (MEREDDY et al., 2017), e
consequentemente, de baixo custo. Além deste, existem outros métodos de extragdo, como
campos elétricos pulsantes, ultrassom, HPLC e outros. Tais tecnologias estdo sendo estudadas
com o intuito de minimizar a utilizacdo de solventes organicos, bem como o tempo de
tratamento e a temperatura, possibilitando um aumento na transferéncia de massa, € no
rendimento do produto final (BARBA et al., 2016).

Em relacdo a estabilidade, uma das formas comumente usadas para melhorar esse
parametro, € a utilizacdo da encapsulacdo, visto que cria uma barreira entre 0 material e 0
ambiente, prevenindo assim a degradacdo (ANTIGO et al., 2017), além disso, pode possibilitar
mudancgas fisicas no material, na reologia por exemplo, com o intuito de melhorar a solubilidade
entre o composto de estudo e a matriz de aplicacdo (DORDEVIC et al., 2014).

Dessa forma, vérios autores estdo estudando formas e matrizes para aplicacdo de
corantes naturais, como por exemplo alimentos congelados, produtos lacteos de baixa
temperatura, bem como produtos com vida de prateleira curta, tais como iogurtes, pudim,

sorvetes, carnes, salsichas (MARTINS et al., 2017). Mesmo sua maior aplicagdo sendo como
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corante natural alimenticio (POLTURAK; AHARONI, 2018), autores também tem relatado
sobre 0 uso desses corantes em tecidos (GANESAN; KARTHIK, 2017).

Do ponto de vista alimenticio, a aplicacdo de corantes naturais visa, aléem do
melhoramento da cor do alimento, seu enriquecimento nutricional, devido a adi¢do ou aumento
da quantidade de compostos bioativos, como 0s antioxidantes, proporcionando assim um
alimento mais saudavel, e suprindo as necessidades do uso de corantes artificiais. Portanto, é
de grande importancia um pesquisa relacionada a melhorias na obtencdo da betalaina, visto que
a ocorréncia de espécies produtoras e plantas comestiveis que contém esse composto, € limitada
(POLTURAK; AHARONI, 2018).

2.2 Planejamento experimental

Os experimentos sdo realizados de forma a analisar o comportamento de um processo
ou sistema, sendo ele uma combinacdo de maquinas, pessoas ou metodos, que transformam
uma variavel de entrada (normalmente um material) em uma ou mais varidveis de saida ou
variaveis resposta (MONTGOMERY, 1976), ou seja, ocasionam mudancas propositais na
variavel de entrada, de forma a avaliar possiveis alteracfes sofridas pela variavel resposta e a
razdo pelo qual essas alteracdes ocorreram.

Uma das formas possiveis para realizar tal analise, é através do uso da Metodologia de
Superficie de resposta, que consiste num grupo de técnicas matemaéticas e estatisticas
desenvolvidas com o intuito de avaliar a relacdo presente entre uma resposta de interesse e um
namero de variaveis de controle.

Fazendo uso de modelos polinomiais de primeira ordem, que sdo utilizados na analise
de observacdes obtidas da aplicacdo de experimentos fatoriais, fatoriais fracionados e de blocos,
e modelos de segunda ordem, utilizados na analise de observac¢Ges de Delineamentos do tipo
Composto Central e Box-Behnken (KHURI; MUKHOPADHYAY, 2010).

Nos casos em que um modelo de primeira ordem ndo for adequado - ndo conseguir
descrever, de forma significativa, a superficie verdadeira do local -pois, proximo do pico (ponto
0timo), o modelo normalmente exibe uma curvatura maior, se faz necessario o uso da
metodologia da maxima inclinacéo ascendente (ou descendente), em que é possivel observar a
regido onde se encontra o ponto 6timo (mé&ximo ou minimo) dos dados, e a partir dai, seguir
para a aplicacdo da metodologia de superficie de resposta, utilizando um modelo de segunda

ordem, como novos niveis dos fatores ajustados (DEAN; VOSS, 1999).
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2.3 Metodologia de superficie de resposta (MSR)

A metodologia de superficie de resposta foi desenvolvida por Box e Wilson, em 1951,
com o intuito de otimizar processos de fabricacdo na inddstria quimica, como por exemplo,
obter um maior rendimento, com alta pureza e baixo custo, através da variacdo de pardmetros
como temperatura, presséo, duracao de reacéo e proporcao de reagentes (DEAN; VOSS, 1999).

Consiste numa ferramenta matematica e estatistica que consegue avaliar
simultaneamente a influéncia de diferentes fatores, e otimizar suas condi¢Ges experimentais
(CHEN; ZHAO; YU, 2015; MONTGOMERY, 1976).

Para se utilizar a metodologia de superficie de resposta como uma forma de otimizacéo,
faz-se necessario seqguir alguns passos (BASHIR et al., 2015):

a) Selecdo das variaveis independentes mais importantes e seu nivel no sistema, através
de estudos preliminares;

b) A escolha do delineamento experimental e realizagcdo dos experimentos de acordo
com a matriz experimental selecionada;

c) O gerenciamento matematico-estatistico dos dados experimentais obtidos através do
ajuste de uma fungéo polinomial;

d) Diagndstico do modelo — avaliar a estimativa do erro e checar as interagdes e termos
quadréticos;

e) A verificacdo da necessidade e possibilidade de realizar um deslocamento em direcao
a regido 6tima;

f) Obtencdo dos valores 6timos para cada variavel resposta.

Desse modo, tal metodologia pode ser utilizada para otimizar qualquer variavel resposta
que possa ser influenciada por determinados fatores, como por exemplo, otimizar a extracdo de
betacianina a partir do residuo da beterraba, utilizando o design Box-Behnken com 4 fatores e
3 niveis (Figura 2) (MARAN; PRIYA, 2016).
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Figura 2. Efeito de variaveis de processo no rendimento de betacianina (MARAN; PRIYA,
2016).

A partir dessas superficies é possivel observar a relacdo entre os fatores, e 0s niveis em
que se obteve um melhor resultado para a variavel resposta, facilitando assim, trabalhos futuros.

De forma geral, pode-se representar a relagcdo entre uma variavel resposta (Y) e 0s
fatores, por uma equacdo do tipo (Equacdo 1)(SWAMY; SANGAMITHRA;
CHANDRASEKAR, 2014):

Y =f(x1,x5,x3...) + ¢ (Equacéo 1)

Onde ¢ representa o erro aleatdrio, levando em consideragéo as variagdes observadas na
variavel resposta que ndo sdo explicadas pelos fatores xi, X, ..., X.. Assim, pode-se definir a
funcdo f como sendo uma superficie, quando uma varidvel resposta pode ser representada

graficamente em funcdo de um ou mais fatores em um processo.
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Dentre os modelos polinomiais de aproximacao, os de primeira e segunda ordem s&o 0s

mais utilizados na metodologia de superficie de resposta.

2.4 Modelos de Primeira Ordem

De forma geral, o modelo de primeira ordem pode ser descrito de acordo com a Equacéo
(2) (KLEIINEN, 2015), conhecido também como Modelo de efeito principal, pois apresenta
apenas os efeitos principais dos dois fatores (CARLEY; KAMNEVA; REMINGA, 2004).

Y = BO + Bl.xl + ﬁz.Xz + & (EqanéO 2)

Quando se faz necessario conhecer a interacdo entre esses fatores, adiciona-se outro
termo na equacgédo do modelo (Equacéo 3), consequentemente introduzindo curvatura na fungéo
de resposta (CARLEY; KAMNEVA; REMINGA, 2004).

Y = ﬁo + Bl.xl + Bz.xz + ﬁllexz + & (EqanéO 3)

Onde Y representa a varidvel resposta; xirepresenta uma varidvel explicativa (fator 1);
Xorepresenta outra varidvel explicativa (fator 2); ¢ € a varidvel aleatoria que representa o erro

experimental;Bo, B1, B2, P12 S840 0s parametros do modelo, que séo estimados, e que definem a
regressdo polinomial de primeira ordem.

Entretanto, faz-se uso desse modelo quando o experimentador quer aproximar uma
superficie de resposta de uma regido relativamente pequena, e que possui pouca curvatura, caso
contrario, o modelo apresentara falta de ajuste (DEAN; VOSS, 1999).

Uma das formas de analisar essa interagdo entre dois ou mais fatores e como eles
influenciam a variavel resposta, é através dos experimentos fatoriais (CIRILLO, 2015), que
analisam todas as combinagdes possiveis entre os niveis de todos os fatores (MONTGOMERY,
1976). Para cada tipo de experimento, variando os numeros de fatores (k) e niveis (p), tém-se
uma quantidade de tratamentos diferentes, como descrito na Tabela 2.

Os fatores sdo as varidveis independentes do sistema, como pH, concentragéo de soluto,
massa, tempo, temperatura, dentre outros. Os niveis sdo os intervalos de variacéo de cada fator.
A variavel resposta ou dependente ¢ a variavel de interesse e que sofre modificagdes mediante

a presenca dos fatores.
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Tabela 2. NGmero de tratamentos para fatoriais 2%, 3 e p.

o Fatores
Niveis
k=2 k=3 k=4 k=5
2 22=4 23=8 24=16 22=32
3 F#=9 BR=27 3*=81 32=243
P pZ p3 p4 p5

Fonte: CIRILLO (2015)
Dependendo do nimero de variaveis respostas que se deseja obter, torna-se inviavel

realizar todas os ensaios de forma homogénea. Por isso, aconselha-se realizar o experimento
fatorial em blocos, ou seja, 0 mesmo seria dividido em dias, por exemplo, e cada dia seria um
bloco.

Outro experimento que pode ser utilizado é o fatorial fracionado, conhecido também
como fatorial incompleto, quando apenas parte do experimento € realizado através de um
conjunto de equacdes que determina quais efeitos e interacdes sdo mais importantes ou mais
faceis de serem analisadas (CIRILLO, 2015).

2.5 Modelos de Segunda Ordem

Um dos planejamentos de experimentos para a utilizagdo de um modelo de segunda
ordem comumente utilizado é o Delineamento Composto Central (DCC) (MONTGOMERY,
1976). E aplicado em vérias areas, como alimenticia, quimica e biol6gica, devido sua adequacio
ao modelo e design de experimentos (CHEN; ZHAO; YU, 2015). E composto por um ou mais
pontos centrais, que serdo executados com réplicas, para uma melhor estimativa do erro puro e
calculo dos pontos axiais (pontos estrela), que se situam a uma distancia o de cada aresta, ou

nas médias de cada nivel (Figura 3a).
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Figura 3. Planejamento de composicao central com o=1 (a) e a=v2(b).
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Observa-se na Figura 3b que os pontos axiais estdo localizados para fora da regido
experimental, sendo este o formato mais utilizado quando a>1. Nesse caso, a distancia entre
estes e 0s pontos centrais seria de o= 1 (valido apenas para experimentos fatoriais com dois
fatores e dois niveis), possibilitando assim realizar teste para efeitos de curvatura cubicos e

quadréticos, e 0 modelo teria a seguinte forma (Equagéo 4):

Y = Bo + Br-x1 + Boxy + Pra- X7 + Poa. x5 + Bz X1 %, (Equacgdo 4)

Onde Y representa a variavel resposta; x; representa uma variavel explicativa (fator 1);
X2 representa outra variavel explicativa (fator 2); €12 € a variavel aleatoria que representa o erro
experimental; Bo, B1, B2, B12,B11, P22 S&0 0s pardametros do modelo que séo estimados, sendo 0s
dois ultimos, responsaveis por definirem a regressao polinomial de segunda ordem. Tal modelo
é usado quando a curvatura da superficie de resposta é grande o suficiente a ponto de tornar-se
um modelo de primeira ordem (mesmo com as interagBes) inadequado (CARLEY;
KAMNEVA; REMINGA, 2004).

O numero total de ensaios para um DCC pode ser expresso pela Equacédo 5, onde k é a
quantidade de variaveis independentes (fatores) e npos pontos centrais (KHURI;
MUKHOPADHYAY, 2010):

n =2k 4+ 2k + n, (Equagéo 5)

Outra forma é o Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR), onde o nimero
de pontos estrelas (axiais) deve ser 2, para cada fator no plano experimental, e 0 nimero de
pontos centrais, suficientes para estimar a variancia. Além disso deve ser construido a partir de
um composto central (fatorial 2+ pontos centrais) que é utilizado para buscar a regido Gtima
de operacéo.

Outro design comumente utilizado € o Box-Behnken, que ¢ um modelo de metodologia
de superficie de resposta giratdria e esférica, e consiste em trés projetos fatoriais interligados,
com todos os pontos localizados na superficie de uma esfera em torno do centro do projeto
(SWAMY; SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014). Além destes, pontos centrais
devem ser adicionados ao design para que sejam estimados todos os parametros do modelo
(DEAN; VOSS, 1999).
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Para um experimento com 3 fatores, sua representacdo gréfica pode ser vista de duas
formas: Um cubo com ponto central e pontos médios das arestas (Figura 4a) ou uma figura de
trés designs fatoriais interligados e um ponto central (Figura 4b) (FERREIRA et al., 2007).

»

(a)
Figura 4. Representacdo grafica para um design Box-Behnken de 3 fatores (a) e 3 designs
fatoriais 22 interligados (b) (FERREIRA et al., 2007).

Além dos propositos citados acima, a utilizacdo desses tipos de modelos também visa a
determinacdo, através de testes de hipdteses, a significancia dos fatores, dentro dos intervalos
estabelecidos e o0s pontos de oOtimo, dentro da regido de interesse (KHURI,
MUKHOPADHYAY, 2010).

2.6 Adequacidade do Modelo

Independente de qual modelo for usado para analisar os dados, faz-se necessario
verificar sua adequacidade, para que os resultados sejam confiaveis.

A aplicacdo da andlise de variancia (ANOVA), que compara a variacdo devido aos
tratamentos (fatores) com as causadas pelos erros aleatdrios caracteristicos das respostas
geradas, possibilita avaliar a significancia da regressao utilizada, e contanto que o projeto tenha
sido realizado com repeti¢cdes auténticas, pelo menos em seu ponto central, é valido a analise
de Falta de ajuste (Lack of fit) (BEZERRA et al., 2008; DEAN; VOSS, 1999), que mostra se 0
modelo representa bem a resposta média, em fungdo dos niveis dos fatores (DEAN; VOSS,
1999). Sendo assim, para um bom ajuste, os dados devem apresentar uma regressao
significativa e auséncia de Lack of fit.

Outra forma de verificar a adequacidade, ¢é através do coeficiente de determinacéo (R?),
que estipula a capacidade preditiva do modelo (BAS; BOYACI, 2007). Entretanto, ndo se pode

afirmar que o modelo possui bom ajuste apenas por essa verificacdo, uma vez que, com a adi¢céo
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de variaveis ao modelo, seu valor sempre aumentard, independente se essa varidvel foi
significativa ou ndo, logo, observa-se 0 R? ajustado, que caso apresente grande diferenca em
relagdo ao R?, ha grandes chances de termos nio significativos terem sido adicionados ao
modelo (MONTGOMERY, 1976).

Assim, mesmo o modelo apresentando ajuste significativo, a andlise dos residuos
também pode ser feita com o intuito de verificar se os dados seguem uma distribuicdo normal
ou ndo, pois € um pressuposto de qualquer modelo linear.

Os residuos sdo a diferenca entre os valores preditos e observados. Séo analisados por
meio de gréficos de normalidade (Quantil-Quantil) que, para afirmar adequacidade do modelo,
0s pontos representando os residuos devem estar dispostos em forma de uma linha reta
(BASHIR et al., 2015), ou através do Histograma de residuos, na qual as barras precisam
apresentar simetria, ou seja, seguir aproximadamente a forma de uma curva normal. Como
forma de complementacdo, a normalidade dos residuos pode ser avaliada pelo teste de Shapiro-
Wilk, considerado um dos testes de normalidade mais confiaveis (BATY et al., 2015). Para tal,
0 valor calculado (Weaiculado) deve se sobressair ao tabelado (Whabelado), € 0 p-valor, superior ao
nivel de significancia (a). Feito isso, pode-se afirmar que a amostra provém de uma populagédo

normal.

2.7 Bootstrap

O método Bootstrap, introduzido por Efron em 1979, é uma técnica de reamostragem,
que consiste na obtengdo de um “novo” conjunto de dados, a partir da reamostragem do
conjunto de dados originais (EFRON, 2003; MATSUYAMA, 2018). Assim, um conjunto de
dados x = (x1,%3,x5 ...x, ) obtido experimentalmente, é reamostrado de forma a obter a
amostra Bootstrap x* = (x3, x5, x3 ... x5, ). A partir do calculo da média aritmética, repetidas
vezes, obtém-se um conjunto de estimadores (X, X5, X5 ... X,), que formam a distribuicdo
Bootstrap (SILVA; VIEIRA; NETO, 2018).

O esquema basico desse método é demonstrado na Figura5, na qual, a partir de uma
amostra aleatoria original, é feita a reamostragem, com substituicdo da amostra original,
seguido do céalculo das variaveis estatistica de interesse. Esse processo é repetido pelo menos
1000 vezes, até obtencdo de novos valores para cada variavel estatistica(NICOLIN et al.,
2016).A reamostragem de dados é uma técnica eficaz pois permite quantificar a incerteza a

partir dos calculos dos erros padrdes e intervalos de confianga, bem como realizar testes de
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significancia, fornecendo assim respostas mais precisas do que 0s outros métodos comumente

utilizados, fazendo uso ainda de menos suposic¢des (FILHO, 2010).

Amostra  Reamostragem Amostras Quantis estatisticos  Andlise de
Populacdo medida com substituicio  Bootstrap de interesse distribuicdo
Amostragem
Q—o g
9
_—

=

Figura 5. llustracdo esquematica do procedimento do método Bootstrap (MATSUYAMA,
2018).

Assim, pode-se afirmar que o método Bootstrap ¢ eficaz na analise de dados, uma vez
que realiza, por meio da reamostragem, o que seria desejavel de ser feito na pratica (repeticéo
do experimento varias vezes), mas que, devido a varios fatores como tempo e custo de operacéo,
torna-se inviavel. Este fato torna-se interessante, justamente pela pouca incidéncia de trabalhos
no setor alimenticio utilizando essa técnica, uma vez que enriqueceria ainda mais o trabalho,

gerando também dados de maior confiabilidade.
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CAPITULO 2
Otimizacgao da extragdo de compostos bioativos da beterraba por metodologia de

superficie de resposta e método de Bootstrap

RESUMO

Atualmente é possivel observar uma demanda do consumidor por produtos mais saudaveis,
adicionados de compostos que ajudam a melhorar as fungdes do corpo, como antioxidantes,
antivirais e antimicrobianos, incentivando assim a comunidade cientifica a se dedicar cada vez
mais ao desenvolvimento de formas mais rapidas e eficazes de obtencdo. Diante disso,
objetivou-se otimizar a extragdo de compostos bioativos da beterraba (betacianina, betaxantina
e acido betalamico), utilizando metodologia de superficie de resposta e 0 método Bootstrap.
Desenvolveu-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) de segunda ordem (22),
com 5 repeti¢bes no ponto central e 4 pontos axiais, sendo os fatores, tempo e temperatura, e a
massa fixada em 0,5g. Para encontrar os intervalos utilizados em cada fator, além da literatura,
foi realizado o procedimento de maxima inclinacdo ascendente. O ponto de o6timo, foi
encontrado préximo do ideal estimado, sendo de aproximadamente 28 minutos e 66°C. A partir
da analise pelo Bootstrap, foi possivel construir uma elipse de confianca (95%), onde pode-se
observar as quantidades maximas de cada composto, situadas nos intervalos de 20-30 minutos
e 60-65°C, 20-30 minutos e 55-65°C, e 20-35 minutos e 60-70°C,para a Betacianina,
Betaxantina e Acido Betalamico respectivamente, comprovando assim a localizagdo do ponto
maximo de extracao.

Palavras-chave: otimizacdo, compostos bioativos, betalainas.

ABSTRACT

It is now possible to observe a consumer demand for healthier products, plus compounds that
help improve the functions of the body, such as antioxidants, antivirals and antimicrobials, thus
encouraging the scientific community to devote itself more and more to the development of
faster and more effective forms of procurement. The objective was to optimize the extraction
of bioactive compounds from beetroot (betacyannin, betaxanthin and betalamic acid) using
response surface methodology and the Bootstrap method. A second-order rotational central
composite (DCCR) (2%) was developed, with 5 replicates at the central point and 4 axial points,
with the factors time and temperature, and the mass fixed at 0.5g. To find the intervals used in
each factor, in addition to the literature, the procedure of maximum slope was performed. The
optimum point, was found close to the estimated ideal, being approximately 28 minutes and 66
°C. From the Bootstrap analysis, it was possible to construct an ellipse of confidence (95%),
where it is possible to observe the maximum amounts of each compound, located in the intervals
of 20-30 minutes and 60-65°C, 20-30 minutes and 55 -65°C, and 20-35 minutes and 60-70°C,
for Betacyanin, Betaxanthin and Betalamic Acid respectively, thus proving the location of the
maximum extraction point.

Key words: optimization, bioactive compounds, betalains.
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1. Introdugéo

Atualmente, é notavel que a busca por alimentos saudaveis cresce a cada dia, fazendo
com que a comunidade cientifica se dedique cada vez mais a aumentar 0 conhecimento sobre
esses produtos, comumente conhecidos como alimentos funcionais (DELGADO-ANDRADE,
2017).

Um dos motivos para esse crescimento esta na confiabilidade do consumidor diante do
produto, uma vez que a quantidade de nutrientes e compostos bioativos presentes auxilia em
varias fungdes do organismo, como problemas estomacais e intestinais, por exemplo (KRAUS;
ANNUNZIATA; VECCHIO, 2017).

A cor de um alimento é um dos fatores mais importantes para a escolha do consumidor
(CARDOSO-UGARTE et al., 2014; NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN;
CHIEWCHAN, 2017), por isso o uso de pigmentos naturais, ndo somente na area alimenticia,
mas também na industria cosmética, vem sendo difundido cada vez mais, devido a toxicidade
de alguns corantes sintéticos (MARAN; PRIYA, 2016). Além de auxiliar na cor, os corantes
naturais sdo sequestrantes de radicais livres, prevenindo assim a oxidacdo das moléculas, e
possuem também propriedades antioxidantes, antivirais e antimicrobianas (SWAMY;
SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014a).

Dentre eles, encontra-se a betalaina, pigmento vermelho-arroxeado conhecido
principalmente por estar presente, em grande quantidade, na beterraba (Beta Vulgaris L.),
legume de raiz consumido mundialmente e proveniente da familia Chenopodiaceae
(MEREDDY et al., 2017). Este composto possui caracteristicas antivirais e antimicrobianas,
além de poder ser utilizado como fonte de amino&cidos essenciais (PRAKASH MARAN et al.,
2017). Além disso, a beterraba é utilizada na producdo industrial de sucos, concentrados e pos,
como também no setor de confeitaria (MARAN; PRIYA, 2016).

Dentre as formas de extracdo desse composto esta a maceracdo, centrifugacdo ou
extracdo sélido-liquido, a partir da beterraba moida (BASTOS; GONCALVES, 2017), e por
ser um composto polar, a agua € bastante utilizada como solvente (CARDOSO-UGARTE et
al., 2014), além do fato de ndo apresentar toxicidade.

Baseado nisso, varios estudos vem sendo realizados com o intuito de otimizar as
condigdes de extracao de corantes naturais , variando-se como por exemplo, tempo, temperatura
e concentracdo de solvente, através da metodologia de superficie de resposta (PRAKASH
MARAN et al., 2017; SWAMY; SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014a; YOLMEH,;
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HABIBI NAJAFI; FARHOOSH, 2014). Para tais estudos, faz-se necesséario a utilizagdo de
experimentos, que consistem em um teste ou serie de testes realizados, nos quais diferentes
condicdes de processo sdo aplicadas a uma variavel de interesse, com o intuito de observar e
identificar as mudancas ocorridas (MONTGOMERY, 1976).

A partir disso, é possivel observar, graficamente, esses resultados, utilizando a
Metodologia de Superficie de Resposta, que consiste numa ferramenta matematica e estatistica
que consegue avaliar simultaneamente a influéncia de diferentes fatores, e otimizar suas
condicdes experimentais (CHEN; ZHAO; YU, 2015).

Além da metodologia de superficie de resposta, 0 método Bootstrap pode ser também
utilizado, uma vez que visa uma reamostragem, a partir dos dados originais, sendo possivel a
obtencdo de intervalos de confianca para estatisticas de interesse (EFRON, 2003), que
facilitariam, posteriormente, uma aplicacdo industrial (MISHRA; DOLAN; YANG, 2011).

Assim, 0 objetivo deste estudo foi otimizar a extracdo de compostos bioativos da
beterraba (betacianina, betaxantina e bacidobetalamico), utilizando metodologia de superficie

de resposta e 0 método Bootstrap.

2. Materiais e Métodos

A mateéria-prima utilizada foi obtida no comércio local da cidade de Maringa, localizada
no Parand, sudoeste do Brasil, no dia da anélise.

A beterraba foi lavada em agua corrente, descascada (descartando a casca) e ralada. A
extracdo foi conduzida segundo Kushwaha et al., (2017), com algumas modificagdes. Uma
massa da polpa da beterraba, previamente pesada, foi adicionada em um erlenmeyer contendo
50 ml de agua destilada. O material foi colocado em banho-maria, sem agitacéo, onde variou-
se 0 tempo e temperatura de extracdo. Apos a extracdo, o material foi filtrado em papel de filtro
(0,45um), para obtencdo do extrato.

Os ensaios foram realizados de forma aleatoria, diminuindo assim os efeitos da
variabilidade inexplicaveis nas respostas, devido a fatores externos.

A quantificacdo dos compostos bioativos da beterraba (quantidade total de pigmento)

foi determinada por espectrofotometria, de acordo com a Equacéo 1 (STINTZING et al., 2005).

AxMMxDFx102
exLxCqy

(mg/100 g beterraba fresca) = (Equacéo 1)
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em que A é o valor da absorbancia nos comprimentos de onda 430, 480 e 536 nm, para acido
betalamico, betaxantina e betacianina, respectivamente, DF é o fator de diluicdo, L é o
comprimento do caminho da cubeta (1 cm) e Ca € a concentracao solido/solvente (g/ml).

A massa molar (MM) e o coeficiente de extingdo molar (¢) do acido betalamico (MM
=212 g/mol; &£ =24000 M cm™), betaxantinas (MM =308 g/mol; ¢ =48000 M cm?) e
betacianinas (MM =550 g/mol; & =60000 M cm™) foram aplicadas para quantificar os
respectivos pigmentos (SWAMY; SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014a).

Um planejamento fatorial 22, acrescido de 6 repeticbes no ponto central, foi realizado
de forma a encontrar um intervalo real para os fatores (Tempo, Temperatura e Massa), que
apresentasse o ponto de maximo do composto em analise. Os fatores foram definidos de acordo
com a literatura (SWAMY; SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014a), sendo os
intervalos de 42 a 62 minutos, 41 a 61°C e 1,5 a 2,5g de beterraba. Os teores de betacianina,
betaxantina e acido betalamico foram as variaveis respostas observadas.

Ap0s a obtencdo das variaveis resposta para cada ponto do planejamento, foi realizado
o procedimento de maxima inclinacdo ascendente, de forma a encontrar o0 pico maximo de
extracéo.

De posse dos resultados referentes ao teste de méaxima inclinagdo ascendente,
desenvolveu-se um delineamento composto central rotacional (DCCR) de segunda ordem (22)
(Tabela 1), com 5 repeticdes no ponto central e 4 pontos axiais, sendo os fatores, tempo e

temperatura, e a massa fixada em 0,5g.

Tabela 1. Fatores, intervalo e niveis independentes utilizados para Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR)

Niveis codificados
Fatores

-1.414 -1 0 1 1.414
Tempo (min) 16 20 30 40 44
Temperatura (°C) 50 55 65 75 80

Neste caso, o0 contetdo de betacianina foi utilizado como variavel resposta, visto que é
0 composto presente em maiores quantidades, e responsavel pela cor vermelha do extrato. Vale
ressaltar que o DCCR foi elaborado tendo como base os resultados obtidos para a variavel
betacianina no metodo de méxima inclinagédo ascendente.

Os resultados foram analisados utilizando a metodologia de superficie de resposta, com
base em um modelo polinomial de segunda ordem, e 0 método Bootstrap.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Rstudio (RStudio Team 2018).
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A modelagem de dados comecou com um modelo de segunda ordem, que incluiu termos
lineares, quadraticos e de interacdo. As adequacbes dos modelos foram analisadas em termos
de R?, R? ajustado e da significancia do Lack of fit. Usando a analise de variancia (ANOVA),
os termos significativos no modelo foram calculados para cada resposta e tabelas ANOVA
foram criadas. A partir dos modelos de regressdo obtidos, os coeficientes de regressao foram
utilizados para os calculos estatisticos para gerar graficos de superficie de resposta. Além disso,
foram produzidos Gréaficos Quantil-Quantil, e teste de Shapiro-Wilk, para avaliar se os erros
seguem uma distribuicdo normal.

A partir do modelo ajustado, sendo Y, os dados obtidos experimentalmente, o algoritmo
do Bootstrap para um modelo de regressdo linear segue 0s seguintes passos (DAVISON;
HINKLEY, 1997) :

Considerar x; = X;, X5 = X ... Xy = Xk

Reamostrar os dados com substituicdo do €*a partirdo e — €

A nova amostra serd Ypew = Bo + B1Xi + Baxs + B11xi2 + Baaxi? + BroXixs + &
Obter as estimativas de interesse

Voltar ao passo 1 repetir o processo pelo menos umas 1000 vezes

© o k~ w0 np o

Parar

Para uma maior confianga nos resultados, os dados foram reamostrados 2000 vezes e
em cada superficie, estabelecido um ponto de méaximo, referente ao maior rendimento. Com a
sobreposicao das superficies, foi possivel a obtencdo de uma elipse de confianga com 95% de
confianca para 0s maximos, ou seja, uma regiao, dentro dos niveis de tempo e temperatura pré-

estabelecidos, onde é possivel a obten¢do do méximo rendimento na extragdo do composto.
3. Resultados e Discusséo
Os resultados do contetdo de betacianina, betaxantina e acido betalamico (mg/100g)

obtidos no DCCR para as 2 variaveis em estudo (tempo e temperatura) sdo apresentados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Delineamento experimental para as duas variaveis independentes utilizadas no

processo e as respostas experimentais obtidas.

Ensaio Tempo Temperatura Betacianina Betaxantina Acido
(minutos) (°C) (mg/1009) (mg/1009) Betalamico
(mg/1009)
1 20 55 79,565 89,705 63,953
2 40 55 56,452 59,097 55,915
3 20 75 48,216 30,671 28,001
4 40 75 53,441 34,200 42,046
5 30 65 88,422 84,422 66,603
6 30 65 85,063 70,736 67,663
7 30 65 83,077 77,151 65,985
8 30 65 84,299 78,178 61,745
9 30 65 76,816 79,717 64,395
10 30 65 82,772 82,112 58,830
11 16 65 57,475 35,355 24,910
12 44 65 62,516 38,500 35,598
13 30 50 76,358 45,815 29,415
14 30 80 50,691 33,815 40,368

Para a betacianina, o rendimento variou de 48,216 a 88,420 mg/100g, tendo seu m&ximo
encontrado no ponto central (ensaios 5 a 10), na condi¢do de 30 minutos e 65°C de extracdo. O
mesmo pode ser observado para o &cido betalamico, na qual mostrou maior rendimento também
no ponto central, variando de 58,830 a 67,663 mg/100g. A betaxantina, mesmo apresentando
resultado similar, com os maiores pontos na regido central, teve seu pico maximo
(89,705mg/100g) no ensaio 1, na condicdo de 20 minutos e 55 °C.

Analisando a influéncia da alta temperatura, o menor rendimento tanto para a
betacianina quanto para a betaxantina, foi observado no ensaio 3, com 20 minutos e 75 °C,
sendo de 48,216 mg/100g e 30,671 mg/100g, respectivamente.

A andlise da variancia (ANOVA) para 0s compostos extraidos da beterraba &
apresentada na Tabela 3.

De acordo com a Tabela 3, pode-se observar falta de ajuste nao significativa (p-valor >
0,05) com o modelo usado para a betacianina, e um valor de R2 de 0,942. Ja para a betaxantina
e 4cido betalamico, observou-se falta de ajuste significativa (p-valor < 0,05) com R? de 0,8101
e 0,6924, respectivamente. Entretanto, a analise somente do coeficiente de determinacio (R?)

ndo justifica a falta de ajuste do modelo, uma vez que mede a reducdo da variabilidade da
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resposta usando as varidveis regressoras no modelo; logo, um alto valor ndo necessariamente
implica num bom ajuste (BAS; BOYACI, 2007).

Tabela 3. ANOVA para a betacianina, betaxantina e acido betalamico.

BETACIANINA

GL SQ QM F- valor Pr(>F)
FO (x1, x2) 2 638,53 319,27 15,7421 0,001685
TWI (x1, x2) 1 200,76 200,76 9,8988 0,013673
PQ (x1, x2) 2 1797,80 898,90 44,3222 4,695°
Residuo 8 162,25 20,28
Falta de ajuste
(“Lack of fit”) 3 89,60 29,87 2,0557 0,224845
Erro puro 5 72,65 14,53
R? 0,942
R2ajustado 0,9058

BETAXANTINA

GL SQ QM F- valor Pr(>F)
FO (x1, x2) 2 1336,8 668,38 4,2794 0,054482
TWI (x1, x2) 1 291,3 291,33 1,8653 0,209177
PQ (x1, x2) 2 3701,9 1850,95 11,8510 0,004055
Residuo 8 12,495 156,19
Falta de ajuste
(“Lack of fit") 3 11,380 397,33 17,0091 0,004690
Erro puro 5 111,5 22,30
R? 0,8101
R2 ajustado 0,6974

ACIDOBETALAMICO

GL SQ QM F- valor Pr(>F)
FO (x1, x2) 2 203,12 101,56 0,7781 0,491156
TWI (x1, x2) 1 121,92 121,92 0,9341 0,362114
PQ (x1, x2) 2 2025,26 1012,63 7,7581 0,013393
Residuo 8 1044,20 130,52
Falta de ajuste
(“Lack of fit") 3 988,34 329,45 29,4893 0,001322
Erro puro 5 55,86 11,17
R? 0,6924
RZ?ajustado 0,5501

FO: Polindbmio de Primeira ordem; TWI: Interacdo de 2 sentidos; PQ: Modelo quadratico.

E interessante notar que tanto o modelo linear (FO) quanto o quadratico (PQ) foram
significativos para a extragdo da betacianina. Contudo, para as variaveis betaxantina e acido
betaldmico, somente 0 modelo quadratico foi significativo (p<0,05).

Observando a estimativa dos coeficientes (Tabela 4), nota-se que a temperatura

33



apresentou significancia no contetdo de betacianina extraida, bem como a interagdo entre
tempo e temperatura, e seus termos quadraticos. Este fato pode ser comprovado analisando a
Tabela 3, na qual é possivel observar um aumento na quantidade do composto na regiao central
(pontos centrais), porém nota-se também sua degradacdo, quando exposta a altas temperaturas

por um longo periodo de tempo.

Tabela 4. Estimativa dos coeficientes para a betacianina, betaxantina e acido betalamico.

BETACIANINA

Estimativa Erro padréo Valort Pr (>[t])

(Intercepto) 83,409 1,838 45,36 6,15512
x1 (Tempo) -1,345 1,592 -0,844 0,422

X2 (Temperatura) -8,832 1,592 -5,547 5,42842
x1:x2 7,084 2,251 3,146 0,013?
X172 -12,29 1,657 -7,416 7,495

X212 -10,52 1,657 -6,351 2,202+4¢2

BETAXANTINA

Estimativa Erro padréo Valort Pr (>|t])

(Intercepto) 78,71 5,102 15,42 3,097-"2
x1 (Tempo) -2,82 4,418 -0,640 0,539
x2 (Temperatura) -12,61 4,418 -2,854 0,0212
x1:x2 8,53 6,248 1,365 0,209
X2 -17,13 4,599 -3,725 0,0052
X272 -15,69 4,599 -3,411 0,009?

ACIDO BETALAMICO

Estimativa Erro padréo Valor t Pr (>|t))

(Intercepto) 64,20 4,664 13,76 748772
x1 (Tempo) 2,640 4,039 0,653 0,531
x2 (Temperatura) -4,292 4,039 -1,062 0,319
x1:x2 5,520 5,712 0,966 0,362
X172 -13,24 4,205 -3,150 0,013
X212 -10,92 4,205 -2,599 0,0312

aFator significativo p < 0,05

Pela estimativa dos coeficientes observa-se que tanto o tempo quanto a temperatura
apresentam efeitos negativos na variavel resposta, ou seja, 0 maior conteido de betacianina é
extraido em menores tempos e temperatura mais baixas, visto que este pode sofrer degradacéo,
quando exposta a altas temperaturas e por um longe periodo de tempo. Porém, a interagdo tempo
X temperatura causa um efeito positivo no contetdo extraido.

Em relacgdo a betaxantina, nota-se que a temperatura se mostrou significativa (p<0.05),
similar ao ocorrido com a betacianina, alem dos termos quadraticos do tempo e temperatura. Ja
para o acido betaldmico, os fatores simples ndo foram significativos, apenas os termos

quadraticos do tempo e temperatura.
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Para analisar a normalidade dos residuos, foram feitos, gréaficos Quantil-Quantil (Figura
1) e teste de Shapiro-Wilk.

Grafico Q-Q Betacianina Grafico Q-Q Betaxantina Grafico Q-Q Ac. Betaldmico
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Figura 1. Graficos Quantil-Quantil das variaveis betacianina, betaxantina e acido betalamico,

respectivamente.

Como pode ser observado na Figura 1, nos graficos Quantil-Quantil os pontos
encontram-se bastante proximos de uma reta, demonstrando assim indicios de normalidade.

Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk para os trés compostos, e foram
obtidos os valores-p de 0.95071, 0.97719 e 0.95023 para a betacianina, betaxantina e acido
betalamico respectivamente, logo pode-se afirmar que os residuos de todos os compostos

podem ser considerados normais a 5% de significancia.

3.1 Ponto de estacionaridade

O ponto de estacionaridade pode estar localizado de trés formas, em uma superficie de
resposta, sendo um ponto de maximo, de minimo ou de sela (MONTGOMERY, 1976). Para a
betacianina, o ponto de estacionaridade esta presente em -0,1944 e -0,4484, gerando um ponto
de 6timo para dados proximos do ideal estimado: Tempo ~ 28 minutos e Temperatura = 66°C.

Resultado similar pode ser observado para os outros dois compostos, na qual o ponto
estacionario encontra-se préximo do ponto onde foi observado o maior rendimento, ou seja, nos
pontos centrais (30 minutos e 65°C), sendo =28 minutos e ~66°C para a betaxantina e <30

minutos ¢ =~63°C para o 4acido betaldmico. Nesses pontos, foi possivel a obtencdo de
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83,40mg/100g de betacianina, 78,71mg/100g de betaxantina e 64,20mg/100g de acido

betalamico.

3.2 Gréficos de Superficie de Resposta

De posse dos resultados obtidos, foram construidos graficos de superficie de resposta
(Figura 2) para os trés compostos extraidos, de forma a constatar, visualmente, a interacéo entre
os dois fatores analisados e possibilitar a visualizacdo do ponto 6timo de extracao.

Observando a Figura 2A, nota-se claramente o efeito da temperatura na extracdo da
betacianina, na qual os melhores resultados foram observados em temperaturas préximas ao
ponto central (aproximadamente 65°C), com tempo variando de 20 — 30°C.

Em relacdo a betaxantina, também pode-se dizer que os melhores resultados foram

obtidos em temperatura e tempo proximos ao ponto central (Figura 2B), provavelmente devido

a degradacgdo que ocorre quando é exposta a elevadas temperaturas.

Figura 2. Superficies de resposta do (A) betacianina, (B) betaxantina e (C) &cido betalamico,

pelas condicdes de extracdo Tempo x Temperatura

Alguns autores relataram que a temperatura influenciou significativamente no contetido

de betaxantina extraida da beterraba, apresentando comportamento diretamente proporcional,

36



até certo ponto, apresentando o efeito inverso depois, devido degradacdo do composto
(RAVICHANDRAN et al., 2013; SWAMY; SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014a).

Para o acido betalamico, pode-se constatar que a temperatura e o tempo influenciam na
sua extracdo, sendo o primeiro, um dos fatores mais criticos com relacdo a estabilidade das
betalainas (BASTOS; GONCALVES, 2017). Assim, pode-se dizer que os melhores resultados
foram observados em tempo e temperaturas médias, proximas ao ponto central (30 minutos e
65°C).

De forma geral, a temperatura atua de forma a suavizar o tecido do vegetal, perturbando
a interacdo entre seus constituintes, como compostos fenolicos e carboidratos por exemplo,
aumentando assim a sua solubilidade, e consequentemente possibilitando uma melhor extragdo
(MARAN; PRIYA, 2016; SWAMY; SANGAMITHRA; CHANDRASEKAR, 2014a).

Estudo realizado com extrato da beterraba, obtido a partir da extracdo aquosa, utilizando
um delineamento Box-Behnken com 3 fatores e 3 niveis, mostrou que o teor de belataina
aumenta de forma diretamente proporcional ao aumento da temperatura entre 40-70°C, sofrendo
reducdo, a medida que a temperatura se eleva (SWAMY; SANGAMITHRA,;
CHANDRASEKAR, 2014b). Logo, pode-se perceber a influéncia da temperatura na extracao
desse composto, bem como sua sensibilidade a altas temperaturas, como observado no estudo
realizado.

3.3 Anadlise pelo método Bootstrap

Primeiramente, foi realizada a reamostragem dos dados, conforme pode ser observado
na Figura 3, como forma de demonstrar o que o0 método é capaz de realizar.

Pode-se observar que as novas superficies de betacianina reamostradas sdao muito
semelhantes aquelas geradas pelos dados experimentais, uma vez que esses valores estdo muito
préximos dos valores previstos, além de afirmar a viabilidade dessa abordagem para a extracéo
dos compostos bioativos da beterraba. Vale ressaltar que a reamostragem dos dados foi feita
para os trés compostos, 2000 vezes cada.

Também foi possivel denotar que a regido de maximo se localizou na regido central, ou
seja, em torno do zero, tanto para o tempo quanto para a temperatura, uma vez que esse intervalo
mostrado no grafico (eixo X e Y) significa os niveis codificados do delineamento. Isso apenas
comprova o que foi analisado anteriormente, que o maior rendimento € obtido na regido onde

foi delimitado os pontos centrais do delineamento, sendo 30 minutos e 65°C.
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Temperatura

Figura 3. Superficies com dados reamostrados referentes a betacianina, pelas condicGes de

extragdo Tempo x Temperatura

A partir dos dados experimentais (Tabela 3), foi possivel obter um ponto de 6timo,
utilizando a metodologia de superficie de resposta, logo, para cada superficie nova gerada,
novos pontos de 6timo também foram obtidos, criando assim uma distribuicdo bidimensional
de 6timos (Figura 4), da qual foi obtida uma elipse de confianca (95%) onde foi possivel obter
guantidades maximas de cada composto.

Betaciamena Betaxantina Acido Betaldmico
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Figura 4. Elipse de confianca (95%) para o acido betaldmico, pelas condi¢bes de extracdo
Tempo x Temperatura
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Similar codificacéo foi utilizada na Figura 4 onde os eixos X e Y representam o tempo,
variando de 20 a 40 minutos e temperatura, de 65 a 76°C.

Observando as trés figuras, nota-se que o elipse de confianga esta realmente presente
préximo do ponto central, situando-se entre 20-30 minutos e 60-65°C para a betacianina, 20-30

minutos e 55-65°C para a betaxantina, e 20-35 minutos e 60-70°C para o &cido betaldmico.

4. Consideracdes Finais

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel afirmar que o modelo proposto pode
representar os trés compostos analisados pois, a partir do teste de normalidade, pode-se afirmar
que os residuos sdo provenientes de uma distribuicdo normal. Foi feito um estudo de maxima
inclinacdo ascendente apenas para a betacianina, pois € o composto presente em maior
quantidade, e com isso, foi possivel obter um coeficiente de determinacéo (R*> 0,942) e falta
de ajuste ndo significativa, diferindo assim dos outros compostos. Para tal, o melhor rendimento
(88,422 mg/100g) foi observado nas condi¢bes de 30 minutos e 65°C, e o ponto de
estacionaridade foi encontrado por aproximadamente um tempo de 28 minutos e uma
temperatura de 66°C, que é caracterizada proxima aquela obtida experimentalmente. Regibes
de 6timo foram obtidas pelo método Bootstrap, situando-se entre 20-30 minutos e 60-65°C para
betacianina, 20-30 minutos e 55-65°C para betaxantina e 20-35 minutos e 60-70°C para &cido

betalamico 4cido.
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