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Aplicacao MCR-ALS e NIRS na avaliacao da
atividade antioxidante da Maca Peruana
(Lepidium Meyenii Walp).

RESUMO

A Maca Peruana (Lepidium Meyenii Walp) é um alimento muito consumido nos Andes
Peruanos e vem sendo utilizado no Brasil gragas a propriedades medicinais atribuidas por
culturas populares. Devido a falta de informagdes sobre este cultivar, foi proposto um
estudo para avaliar o efeito da adi¢do de Maca Peruana em dleo de soja transgénica. Para
isso, foram medidos espectros das amostras de éleos de soja com e sem adicdo de Maca
apds aquecimento em diferentes temperaturas, nas regides Visivel e Infravermelho
Préximo. Os resultados obtidos foram avaliados através de métodos quimiométricos de
Anadlise de Componentes Principais (Principal Component Analysis — PCA) e de Resolugdo
Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternados (Multivariate Curve
Resolution with Alternating Least Squares — MCR-ALS). Os resultados sugerem que a Maca
Peruana inibe o surgimento de produtos de oxidagcdo, o que é evidenciado ao se
compararem os resultados obtidos para os dleos aquecidos sem e com adi¢cdo de Maca
Peruana.
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INTRODUCAO

A Maca é uma planta nativa da regido dos Andes, que corresponde a espécie
Lepidium meyenii, pertencente a familia Brassicaceae, sendo cultivada pelos
povos andinos ha mais de dois mil anos (LEON, 1964). O tubérculo, devido ao seu
alto valor nutritivo é consumido seco e na forma de suplemento em pd ou como
infusdo (CIKUTOVIC et al., 2009).

De acordo com andlises prévias, a |[Maca apresenta teores de proteina que
variam entre 10 e 18%, teores de carboidrato de 59 a 68%, consideraveis teores
de fibra (3,85 a 8,5%) e de lipideos (0,2 a 2,2%), assim como uma elevada
quantidade de aminoacidos livres além de minerais, como, calcio e ferro (DINI et
al., 1994). Segundo alguns estudos, a Maca possui cerca de 9 dos 10 aminoacidos
essenciais, o que lhe confere propriedades interessantes com apelo ao consumo
(CANALES et al., 2000).

Para extrair informacdes sobre constituintes quimicos da Maca e alguns de
seus efeitos, métodos capazes de correlacionar informacées, tais como métodos
multivariados podem ser utilizados. Estes métodos consideram a correlagcdo entre
muitas varidveis analisadas simultaneamente, permitindo a extracdo de uma
quantidade muito maior de informacdo (BRUNS; FAIGLE, 1985). Dentre estes
métodos, podemos citar a Andlise de Componentes Principais (Principal
Component Analysis — PCA) e a Resolucdo Multivariada de Curvas com Minimos
Quadrados Alternantes (Multivariate Curve Resolution Alternating Least Squares
— MCR-ALS).

A PCA é um método de reducdo de dimensionalidade dos dados que,
provavelmente, é o método quimiométrico mais amplamente difundido
(BRERETOM, 2003). O MCR-ALS tornou-se um método quimiométrico popular
utilizado para a resolucdo de sinais de multiplos componentes em misturas
complexas que recupera como resposta informagdes relacionadas aos espectros
puros e suas respectivas concentragdes relativas (TAULER, 1995, MARCO, 2014).
Para que o MCR consiga produzir resultados mais condizentes com as
informagdes quimicas, algumas restri¢des, tais como nado-negatividade, balango
de maca, e unimodalidade (dentre outras) podem ser usadas. De qualquer forma,
todas as operagdes de resolugao via MCR-ALS dividem um passo comum na
otimizag¢do que se inicia com obteng¢do das estimativas iniciais de concentragao
ou espectro puro, adaptadas de acordo com as informacBes quimicas ou
matematicas incluidas no processo de otimizacdo sob a forma de restricGes
(MARCO, 2014).

O objetivo deste trabalho foi propor um método alternativo para avaliar a
influéncia da Maca Peruana em alimentos. A proposta visa oferecer uma
metodologia de baixo custo, rapida e sem geracao de residuos.

METODOS E PROCEDIMENTOS

Para avaliar a influéncia da Maca Peruana, fez-se uma compara¢do com uma
matriz cujo comportamento ja era conhecido. Para tanto, foram utilizadas
amostras de 6leo de soja transgénica, as quais foram aquecidas com e sem
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adicdo de Maca Peruana. Para uma melhor visualizacdo, foram analisadas
farinhas (pd finamente dividido) de Maca provenientes de quatro fornecedores
diferentes. Desta forma, para melhor avaliacdo da influéncia da Maca, o éleo de
soja foi aquecido em diferentes temperaturas. Esta estratégia foi escolhida com
base na literatura (GONCALVES, MARCO, VALDERRAMA, 2014).

Para realizacdo dos testes envolvendo os dleos de soja transgénica, foram
pesadas 2,5g de Maca de cada fornecedor, que foram adicionadas e misturadas
empiricamente a quantidade de 50mL de dleo. Em seguida, as amostras foram
submetidas a agitacdo por um periodo estimado em cerca de 10 minutos e, apds
agitacdo continua, as misturas de Maca + 6leo foram filtradas uma a uma
utilizando-se vacuo.

Para as andlises, o primeiro espectro da amostra foi adquirido na
temperatura de 25°C, sendo aquecido de 30 até 170°C, com incrementos de 10
em 10°C, sendo um espectro coletado a cada incremento de temperatura. A
temperatura de 170°C foi escolhida por estar proxima da temperatura de fritura
de alimentos (GONCALVES, MARCO, VALDERRAMA, 2014). Para fins de
comparacdo, o mesmo procedimento foi realizado para a amostra de éleo de soja
transgénica sem adicdo de Maca.

Apds o aquecimento as amostras foram armazenadas até resfriamento em
temperatura ambiente (25°C) para entdo medir-se o espectro das amostras em
cada temperatura na regido Vis-NIR (de 400 a 2500 nm). Os dados foram
processados utilizando-se software Matlab R2007® de propriedade do
orientador. A aplicacdo de PCA foi realizada utilizando-se PLS toolbox 7.8
fornecido pela EMBRAPA Solos do Rio de Janeiro. O tratamento via MCR-ALS foi
realizado utilizando-se os cddigos disponiveis na webpage do MCR-ALS na
internet (MCR-ALS webpage, 2016).

2.1 — ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

O método PCA encontra combinagdo de varidveis, ou fatores, que descreve a
maior variabilidade nos dados. Esta técnica consiste em se fazer uma
ortogonalizagdo baseada em mudanga de base vetorial. O primeiro passo para a
andlise de componentes principais é a formagdo de uma matriz de
variancia/covariancia dos dados (Z) que ird isolar a fonte de variacdo dos dados
(OTTO, 1999, BEEBE, KOWALSKI, 1987):

Z=X"X 1

A matriz de covaridncia é, entdo, diagonalizada por uma transformacao
unitaria:
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A=Plzp 2

em que A é uma matriz diagonal cujos elementos sdo autovaloresde Z; P é a
matriz de autovetores, denominada “pesos” (loadings). Basicamente, os pesos
formam uma nova base ortonormal que explica a variancia dos dados de X e a
projecdo dos dados nessa base é denominada “escores” (scores), (T). Desse
modo, os dados sdo decompostos por um conjunto de vetores pesos e escores
(OTTO, 1999, BEEBE, KOWALSKI, 1987):

X=TP' 3

A combinacdo linear dos pesos e escores é denominada componente
principal (PC). O nUmero maximo de componentes principais obtidos (PCs) é igual
ao numero de vetores de dados utilizados (posto da matriz X de dados
independentes), sendo que, nem todas as PCs possuem informacgdes Uteis
(BEEBE, PELL, SEASHOLTZ, 1998). Normalmente, as ultimas PCs modelam ruido
inerente aos dados. Sendo assim, a eliminagdo das PCs frequentemente aumenta
a relacdo sinal/ruido (VANDEGINSTE et al, 1998; OTTO, 1999).

Idealmente, o numero de PCs deveria ser igual ao nimero de espécies
guimicas presentes na amostra. Isso permite que técnicas quimiométricas que
empregam PCA possam ser utilizadas em circunstancias onde se deseja
determinar apenas algumas espécies de interesse em um meio complexo (OTTO,
1999).

2.2 — Resolugdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados Alternantes
(MCR-ALS)

O modelo geral do MCR pode ser verificado em uma equag¢do de forma:
X=CS' 4

em que, é a matriz de resposta instrumental, C é a matriz de concentragao
relativa e S é uma matriz de espectros puros.

O método de Resolugdo Multivariada de Curvas com Minimos Quadrados
Alternantes (MCR-ALS, do inglés Multivariate Curve Resolution with Alternating
Least-Squares) é um tipo de método de resolugdo no qual aproximagGes de
resolucdo iterativa sdo consideradas mais populares empregadas aminimos
quadrados alternantes (ALS). Para que o MCR consiga obter resultados mais
condizentes com as informagdes quimicas, aproximagdes de resolucdo iterativa
sdo consideradas mais populares devido a sua flexibilidade para lidar com varios
tipos de arranjos de dados e problemas quimicos, além da habilidade para
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acomodar informacdes externas no processo de resolucdo. Todas elas dividem
um passo comum na otimiza¢do (das matrizes C e/ou ST) que se inicia com as
estimativas iniciais de C e ST, adaptadas de acordo com as informag¢des quimicas
ou matematicas incluidas no processo de otimizacdo sob a forma de restri¢cGes
(TAULER, 1995; MARCO, 2014).

RESULTADO E DISCUSSOES

Neste estudo, as amostras de éleo de soja contendo Maca e as isentas desta
substancia foram aquecidos em 16 diferentes temperaturas e, em seguida,
coletadas e arrefecidas para serem medidas utilizando-se a regidao espectral Vis-
NIR. Para analisar os dados espectrais obtidos, métodos quimiométricos foram
utilizados a fim de se obter um perfil de degradacao térmica relativo as espécies
ativas na regido de trabalho assim como seus respectivos perfis de concentracao.

Ao avaliar os espectros das amostras, verificam-se alteracdes significativas
no perfil espectral principalmente entre 2200 e 2500 nm. Apds ajuste de linha de
base, o perfil espectral das amostras de déleo aquecidas com e sem adicdo de
Maca estdo apresentados na Figura 1:

Figura 1 — Perfil espectral Vis-NIR das amostras de 6leo de soja transgénica, aquecidos em
diferentes temperaturas (A) sem adigdo e (B) com adi¢do de Maca Peruana.

25 -
A T T T T T T _
, /'\N‘-‘\\_
f

Absorbance
- @
-

- PN S

- B L
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400

o e S SO o DS
400 600 800 1000 1200 1400 1600
Wavelength, nm

Como a regido que apresentou variacdo mais significativa estava acima de
1600 nm, os espectros foram cortados para se utilizar a regido mais informativa.
Afim de explorar sobre o nimero de espécies que apresentavam sinal na regido
em questdo, a aplicagdo de PCA mostrou que foram necessarios 5 PCs para
explicar 99,10% da variancia total dos dados para a amostra sem Maca enquanto
3 PCs explicaram 99,08% da variancia total para a amostra com a Maca.
Considerando-se as informacgdes provenientes da PCA, fez-se a aplicagdo de MCR-
ALS para recuperagao dos perfis de espectros puros e respectivas concentragdes
relativas, e os resultados estdo apresentados na Figura 2 para a amostra com
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Maca e Figura 3 para a amostra sem Maca. Os resultados foram os mesmos para
as Macas dos 4 diferentes fornecedores, sugerindo coeréncia nos resultados.

Figura 2 — (A) Concentragdo relativa e (B) respectivos perfis espectrais, recuperados por
MCR-ALS para as amostras de éleo de soja transgénica com adi¢cdo de Maca Peruana.
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A Figura 3 apresenta o espectro recuperado por MCR-ALS do dleo de soja
transgénica sem adicdo de Maca Peruana. Observa-se que a adicdo da Maca
influenciou significativamente no ndimero de espécies quimicas ativas na regido
avaliada, inibindo o aparecimento de duas espécies que sdo verificadas apenas
em 6leo de soja transgénica no qual ndo foi realizada a adi¢cdo de maca.

Os resultados sugerem que a Maca Peruana apresenta algum tipo de
atividade inibitdria, sugerindo-se potencial antioxidante, jd que para amostras
avaliadas sem a adi¢do de Maca, a partir de 80°C observou-se o surgimento de
produtos de oxidagdo (GONCALVES, MARCO, VALDERRAMA, 2014), ndo
verificados com a adicdo de Maca. No entanto, os estudos realizados ndo
possibilitam a identificacdo de quais foram as espécies inibidas pela adigao da
Maca. Desta forma, novos estudos sdo necessarios para se afirmar qual estd
sendo a funcdo exata da Maca na mistura. Porém, observa-se que o método
proposto pode fornecer informagGes importantes para a avaliagdo da atividade
de algumas substancias sem a necessidade de utilizacdo de reagentes todxicos,
empregando-se um método de custo relativamente baixo, que necessita do
minimo de preparo de amostra (adicdo da Maca em éleo e filtracdo), além de ser
um método rapido e eficiente.
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Figura 3 — (A) Concentragdo relativa e (B) respectivos perfis espectrais, recuperados por
MC1R-ALS para a almosFra dle éIep dq :sojaI trarlmsgérlwica sem Maca Peruana.
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Assim, sugere-se que a quimiometria pode ser usada para fornecer
informagdes para uma ampla variedade de campos cientificos, além de oferecer
estratégias alternativas permitindo uma analise rapida, de baixo (ou nenhum)
consumo de reagente, além de outras vantagens em relacdo a interpretacao.

CONCLUSAO

A metodologia utilizada no estudo se mostrou promissora no sentido de
permitir a extracdo de informacdes para avaliar a influéncia da adicdo deste
alimento em amostra de dleo, utilizando-se espectroscopia Vis-NIR.

Os resultados obtidos pela adicdo das Macas dos quatro fornecedores
diferentes sugerem coeréncia nos resultados que apontam para atividade
inibitéria com relagdo a formacdo de produtos, os quais ndo foram identificados
neste estudo.

Para se concluir sobre o efeito exato da adicdo da Maca, novos estudos serdo
necessarios.

A metodologia proposta pode ser empregada no estudo de outras matrizes
alimentares, apresentando como principal vantagem a velocidade das medidas, a
geragdo minima de residuos e a necessidade minima de preparo de amostra.
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MCR-ALS and NIRS applied on the
evaluation of the Lepidium meyenii
antioxidant activity

ABSTRACT

The Peruvian Maca (Lepidium Meyenii Walp) is a food which is widely consumed around
the Peruvian Andes and has been used in Brazil thanks to medicinal properties attributed
by popular culture. Due to lack of information on this cultivar, it was proposed a study to
evaluate the effect of adding Peruvian Maca in transgenic soybean oil. For this purpose,
the spectra of soybean oil samples with and without addition of Maca after heating at
different temperatures were measured at Visible and Near Infrared regions. The results
were evaluated by chemometric methods of Principal Component Analysis (PCA) and
Multivariate Curve Resolution with Alternating Least Squares (MCR-ALS). The results
suggest that Maca inhibits the appearance of oxidation products, which is evidenced
when comparing the results obtained for the heated oil with and without addition of
Maca.

KEY WORDS: MCR-ALS, NIRS, Peruvian Maca, Soybean Oil.
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