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RESUMO

A espécie Schinus terebenthifolius Raddi. (Aroeira) é bastante conhecida por apresentar diversas
atividades bioldgicas. Alguns autores descrevem que 0 a- pineno € 0 componente majoritario
presente no dleo essencial dos frutos de S. terebenthifolius. Apesar da importancia econdémica e
bioldgica do a- pineno verificamos na literatura a auséncia de métodos analiticos que validem
intralaboratorial, sob diferentes condi¢Ges, em um intervalo de tempo justificado a funcdo de
calibracéo. Este trabalho teve como objetivo avaliacdo de linearidade e homocedasticidade atraves
da preparacdo de trés curvas de calibracdo em trés dias distintos afim de verificar possiveis
diferencas de comportamento linear do a-pineno, do 6leo essencial de S. terebenthifollius, com
variacdo diaria da analise, um dos requisitos minimos para a validacdo de métodos analiticos.
Verificamos que porcentagem do a-pineno presente neste 6leo essencial foi de 25,4 % £ 0,7. O teste
de Levene indicou homogeneidade duvidosa dos dados do segundo dia e variancias constantes no
primeiro e terceiro dia de analise. A distribuicdo de probabilidade apresentou-se normal somente
para o primeiro dia de avaliacdo. A regressdo se mostrou significativa para os trés dias de avaliagéo.
Verificamos também que a linearidade foi comprovada na faixa de concentracéo avaliada, porém
atraves do modelo linear obtido pelo MMQP. Concluimos que para cada dia de avaliacdo do 6leo
essencial deve-se preparar uma curva de calibracdo para quantificagdo do o~ pineno, devido a
significancia estatistica do intercepto em um dos trés dias de avaliacéo.

Palavras chaves: Schinus terebenthifoli, Oleo essencial, CG/DIC, a-pineno, validago.

ABSTRACT

The species Schinus terebenthifolius Raddi. (Aroeira) is well known for presenting several
biological activities. Some authors describe that a-pinene is the major component present in the
essential oil of S. terebenthifolius fruits. Despite the economic and biological importance of o-
pinene, we found in the literature the absence of analytical methods that validate intralaboratory,
under different conditions, in a justified interval of time for the calibration function. This work
aimed to evaluate linearity and homoscedasticity by preparing three calibration curves in three
different days in order to verify possible differences in linear behavior of a-pinene, of the essential
oil of S. terebenthifollius, with daily variation of the analysis, a minimum requirements for the
validation of analytical methods. We found that the percentage of a-pinene present in this essential
oil was 25.4% + 0.7. Levene's test indicated doubtful homogeneity of data on the second day and
constant variances on the first and third days of analysis. The probability distribution was normal
only for the first day of assessment. The regression was significant for the three days of evaluation.
We also verified that the linearity was proven in the evaluated concentration range, however
through the linear model obtained by MMQP. We conclude that for each evaluation day of the
essential oil, a calibration curve must be prepared to quantify a-pinene, due to the statistical
significance of the intercept on one of the three evaluation days.

Keywords: Schinus terebenthifolius, Essential oil, GC/FID, a-pinene, validation.
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1 INTRODUCAO

Os oOleos essenciais e/ ou produtos derivados sdo empregados, industrialmente, como
matérias-primas, insumos ou aditivos para as inddstrias de alimentos, bebidas, farmacéutica,
produtos de higiene e limpeza e cosmética (SEBRAE, 2020; IBGE, 2020 GOMES et al., 2013). Os
6leos essenciais apresentam atividade antimicrobiana, antifungica, antioxidante (CLEMENTE,
2006; DEGASPARI et al., 2005), uso veterinario (ARAUJO, 2010), propriedades sensoriais, entre
outras (FRANZ, 2010; BIZZO et al., 2009).

As folhas e frutos da espécie Schinus terebenthifolius, por exemplo, é rica em 0éleos
essenciais (GOMES et al., 2013; MATSUO, 2011; SILVA, 2010; SILVAetal., 2011; CLEMENTE,
2006; DEGASPARI et al., 2005; CHOWDHURY & TRIPANI, 2001; SINGH et al., 1998;) e 0
preco destes é elevado (U$800,00/L). Os 6leos essenciais de Schinus terebenthifolius apresentam
acdo antioxidante, antiinflamatdria, antibacteriana, cicatrizante, entre outras. Muitas destas
atividades ja foram comprovadas cientificamente (DEGASPARI et al., 2005). No entanto, apesar
desta espécie apresentar uma grande dispersao no solo brasileiro, o custo do 6leo ser elevado, poucas
empresas no pais o produzem. Isto se deve a falta de manutencéo do padrao de qualidade dos 6leos
essenciais e baixos investimentos governamentais no setor, o que dificulta a sua comercializacdo
(SEBRAE, 2020; BIALOSKORSKI NETO, 2009).

Matsuo (2011) e Silva (2011) descrevem em seus respectivos trabalhos que o a - pineno é o
componente majoritario presente no 6leo essencial dos frutos de S. terebenthifolius. Ja Dos Santos
et al 2007 verificaram através da analise quimica mensal trés exemplares (A, B e C) a presenca de
compostos quimicos majoritérios distintos (A o sabineno, o B 0 a -pineno e cariofilenoe o C, o -
pineno e germacreno-D). Como todos esses exemplares se encontravam numa mesma regido (Serra
Gaucha), a distancias de cerca de 50m e sdo nativas espontaneas, 0s autores propuseram que 0S
exemplares estudados pertenciam a dois quimiotipos (QT), sdo eles o: QT sabineno, representado
pelo exemplar A e QT pineno germacreno-D, representado pelos exemplares B e C (DOS SANTOS
etal., 2007).

Estudos demonstraram que 0 a- pineno apresenta efeito neuroprotetor em rato adultos
machos Wistar com acidente vascular cerebral isquémico através da atenuacdo da neuroinflamacéo
e inibicdo da apoptose (KHOSHNAZAR, PARVARDEH & BIGDELI, 2020), agdo antiinflamatoria
por meio da supressdo de proteinas quinases ativadas por mitogénio (MAPKS) e da via do fator
nuclear kappa B (NF-kB) em macrofagos peritoneais de camundongos (KIM et al., 2015), acdo
tripanomicida (SARTORELLI et al., 2012) e atividade antimicrobiana e neuroprotetora em
neuroblastomas humanos, capaz de afetar o metabolismo energético de mitocondrias isoladas

atraves de pelo menos dois mecanismos, sendo eles o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa ou
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inibicdo da cadeia transportadora de elétrons (COWAN, 1999; ABRAHIM et al., 2003; CHANG et
al., 2007).

Apesar da importancia econdmica e biolégica do alfa pineno verificamos na literatura a
auséncia de métodos analiticos que validem intralaboratorial a funcéo de calibracédo, sob diferentes
condicdes, em um intervalo de tempo justificado. Vale ressaltar que a validagéo por procedimentos
interlaboratoriais é estabelecida por meio de estudos colaborativos. Contudo, esses estudos ndo sao
capazes de acompanhar a demanda por garantia de qualidade, a producéo da fabrica e a velocidade
dos avancos técnicos e cientificos. Estas limitagdes das validacdes nterlaboratoriais por estudos
colaborativos tém direcionado os laboratérios a adocdo de procedimentos para validacéo
intralaboratorial. Hoje a validacdo intralaboratorial é considerada apropriada para avaliar
parametros de desempenho de um método (BRASIL, 2015; SOUZA et al., 2007). Além disso, a
comunidade cientifica internacional reconhece a validacdo intralaboratorial como alternativa
quando ndo se ha disponibilidade de procedimento interlaboratorial ou quando os procedimentos
ndo sdo aplicaveis (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002). Diante do exposto o presente
trabalho objetiva a avaliacdo de linearidade e homocedasticidade através da preparacdo de trés
curvas de calibracdo em trés dias distintos afim de verificar possiveis diferencas de comportamento
linear do a -pineno, presente no 6leo essencial de S. terebenthifollius, com variagdo diéria da andlise,
um dos requisitos minimos para a validacdo de métodos analiticos (BRASIL, 2017; BRASIL, 2015)

para a empresa Laszlo Ind. e Com. Ltda, localizada em Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

O dleo essencial de Schinus terebenthifolius Raddi foi doado pela empresa Laszlo Ind. e
Com. Ltda, localizada em Belo Horizonte, Minas Gerais. Parte do 6leo essencial (10 mL; OE-1) foi

acondicionado, hermeticamente, em frasco ambar, enviado para o0 nosso Laboratorio.

2.2 ANALISE EM CG-DIC E CG-EM

As analises por cromatografia gasosa com Detector de lonizagdo em Chama e sistema de
injecdo automatico (CG-DIC) e Cromatografia Gasosa acoplada a espectrébmetro de massa (CG-
EM) foram realizadas em triplicata na Plataforma de Métodos Analiticos (PMA) da Fundacéo
Oswaldo Cruz - Farmanguinhos. Utilizou-se o CG-DIC da marca Schimadzu, modelo GC-6890 e
coluna capilar de silica fundida DB-5 (30cm x 0,25mm d.i., 0,25um de espessura do filme). O Hélio
foi utilizado como gas de arraste, com um fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do forno foi

programada de 40° (10min) a 260° a 3°C/min. As temperaturas do injetor e do detector foram de
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270°C e 280°C, respectivamente. Utilizou- se um CG-EM da marca Schimadzu, modelo QP-5000-
Quadrupole e EM operando com energia de ionizacdo de 70 eV. Foi utilizada coluna capilar de
silica fundida DB-5 (30 mm x 0,25 mm d.i., 0,25 uM de espessura do filme. O hélio foi utilizado
como gas de arraste, com um fluxo de ImL/min com Split. As temperaturas do injetor e do detector
foram de 270 °C e 280 °C, respectivamente. As temperaturas do forno, do injetor e do detector
foram as mesmas utilizadas no CG — DIC.

Os componentes foram identificados com base no indice de retencdo (IR), determinados
atraves da utilizacdo de uma curva de calibracdo de uma série homologa de n-alcanos (C7-Cso)
injetados nas mesmas condi¢des cromatograficas da amostra e nos modelos de fragmentacdo dos
espectros de massas, sendo ambos comparados com dados da literatura (ADAMS, 2001).

A concentracdo dos constituintes foi calculada através da area integral de seus respectivos
picos, relacionada com a area total de todos os constituintes da amostra, obtida pela analise em
sistema de cromatografia em fase gasosa (VIEGAS & BASSOLI, 2007).

2.3 AVALIACAO DA LINEARIDADE E DA HOMOCEDASTICIDADE DA CURVA DE
CALIBRACAO

A avaliacdo da linearidade foi conduzida, similarmente, aos procedimentos propostos por
Souza e Junqueira (2005) exceto ao teste utilizado na normalidade da distribuicdo. Souza e
Jungueira (2005) utilizou o teste de Ryan-Jonier ao invés do teste Shapiro-Wilk. O teste de Ryan-
Jonier é similar ao potente teste de Shapiro-Wilk. Este Gltimo é um teste estatistico formal que
abrange testes de hip6teses e propde um teste de normalidade baseado na correlacdo linear entre as
estatisticas observadas ordenadas e os valores esperados em uma distribui¢cdo normal, publicado em
uma tabela de valores criticos.

Para avaliacdo da linearidade do meétodo foi feita analise em quadriplicata de cinco
concentragdes diferentes de o - pineno (100, 200, 300, 400 e 500 pg/ mL). Foram preparadas trés
curvas de calibracdo em trés dias distintos para verificagdo de possiveis diferencas de
comportamento linear com variacdo do dia da analise (BRASIL, 2017; BRASIL, 2015, ICH Q2(R1),
2005; RIBANI et al., 2004; LEITE, 2002). A analise estatistica dos dados foi efetuada através do
software Statistica®. As soluc@es padréo utilizadas na verificagdo foram preparadas a partir de uma
solugdo mae contendo padrédo de o - pineno (Sigma Aldrich, Lote: 80796DJV) em concentragao de
5000,00 mg/ mL. O padrao o - pineno e OE-1 foram pesados em balanca analitica, Sartorius modelo
CP225D, as solugbes padrdo foram preparadas em bal@es volumétricos (5, 10, 25, 50 e 100mL) e
pipetas volumétricas (1 a 5 mL) calibrados. O solvente de dilui¢do das solugdes foi o diclorometano

(Tedia, Lote: 912167R). As concentracdes das solugdes padréo para inje¢do foram de 100, 200, 300,
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400 e 500 pg/ mL de a -pineno. O preparo das amostras para a quantificacdo foi realizado com uma

diluicdo do OE-1 em diclorometano. A concentracdo da solugdo amostra para injecdo foi de

aproximadamente 10 mg/ mL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo dos constituintes presentes no 0leo essencial de Schinus terebenthifolius

Raddi (1,5 mL) foi efetuada atraves da comparacéo de seus espectros de massa com as bases de

dados do sistema do equipamento do CG-EM. A figura 1 apresenta 0 Cromatograma dos ions totais

do dleo essencial da espécie Schinus terebenthifolius. O perfil cromatografico do 6leo essencial

apresentou maior composicao de monoterpenos em relacéo aos sesquiterpenos e terpenos biciclicos.

O constituinte majoritario encontrado foi o a -pineno (Figura 1, Tabela 1).

Figura 1. Cromatograma dos ions totais do 6leo essencial de S. terebenthifolius
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Tabela 1. Composicdo do 6leo essencial de Schinus terebenthifolius. O *IK corresponde ao Indice de Kovats da

literatura e a % aos valores normalizados das areas.

Substancias 1K %

o - pineno 939 23.66876
canfeno 953 2.20185
O, -careno 1011 15.69855
o - terpineno 1018 14.81860
acetofenona 1182 15.69865
Acetato de trans verbenila 1292 20.08032
trans cariofileno 1404 1.04626
Total= 93,21299

*(ADAMS, 2001)

Matsuo (2011) e Silva, (2011) descreveram em seus respectivos trabalhos que o a-pineno é

0 componente majoritario presente no 6leo essencial de aroeira (S. terebenthifolius), juntamente,
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com o limoneno e o mirceno. Pawlowski et al. (2012) e Silva et al. (2010), demonstraram também
a predominancia dos monoterpenos nos 6leos essenciais de aroeira destacando-se como constituinte
majoritario o a-pineno, com percentuais de 31,59% e 22,56%, respectivamente.

Ribeiro (2015), Cole et al., (2014), Gehrke (2012) e Clemente (2006) identificaram o delta-
careno como constituinte majoritario no déleo essencial dos frutos. No Brasil foram realizados um
estudo, com 15 ecotipos de S. terebenthifolius. (GOMES et al., 2013). Os autores observaram que
houve diferenca significativa entre os individuos, com variacdo para o rendimento dos Oleos
essenciais e no constituinte majoritario. Eles observaram a formacao de seis grupos, sendo dois deles
formados por individuos com maior concentrag¢do de a-pineno, a-felandreno, o-cimeno, limoneno e
B-felandreno (GOMES et al.,, 2013). A variacdo quimica observada para 0s componentes
majoritarios podem estar relacionadas a diferencas genotipicas, ontogénicas e ambientais (estacdo
do ano, as condicBes geogréaficas, o periodo de colheita, a técnica de extragdo empregada entre
outros), incluindo estresses bioticos e abidticos (MACIEL et al., 2002; SANGWAN et al., 2001). J&
Dos Santos et al 2007 verificaram através da analise quimica mensal a presenca de compostos
quimicos majoritarios distintos nos trés exemplares (A, B e C) estudados, sdo eles: A o sabineno,
B o a -pineno e cariofileno e 0 C, a -pineno e germacreno-D. A andlise estatistica mostrou que nao
houve variacdo da composicdo quimica do 6leo essencial, para um mesmo exemplar, durante os
meses de coleta. A andlise estatistica comprovou diferencas quimicas entre os trés exemplares
estudados, quando comparados entre si em todos os meses avaliados (DOS SANTOS et al., 2007).
Vale ressaltar que todos os acessos a esses exemplares se encontravam numa mesma regiao (Serra
Gaucha), a distancias de cerca de 50m, portanto em condi¢des ambientais e solo idénticos e sao
nativas espontaneas, consideradas como parte do grupo das pioneiras. Logo, 0s autores propuseram
que os exemplares estudados pertenciam a dois quimiotipos (QT), sdo eles o: QT sabineno,
representado pelo exemplar A e QT pineno germacreno-D, representado pelos exemplares B e C
(DOS SANTOS et al., 2007).

Neste trabalho observamos que a porcentagem do a-pineno presente no OE-1 foi 25,4 % +
0,7. Essa composi¢cdo quimica é compativel com os dados da literatura para constituintes volateis
de Schinus terebenthifolius (GOMES et al 2013; MATSUO, 2011; SILVA, 2011). Possivelmente,
trata-se de um quimiotipo (DOS SANTOS et al., 2007) ou resultado das ac¢Oes dos interferentes
ambientais bidticos e abioticos (BARBOSA et al., 2010; SANGWAN et al., 2001; MACIEL et al.
2002).

A avaliacdo da funcdo de calibragdo foi efetuada através da construcdo de trés curvas de
calibragcdo com cinco niveis (Tabela 2 - 6), em quadruplicata com a injecdo em trés dias distintos.

As concentragfes foram 100, 200, 300, 400 e 500 pg/ mL de a-pineno. Toda a avaliagéo estatistica
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encontra-se nas Tabelas 2 — 6. As figuras 2 -4 correspondem aos gréficos referentes as avaliacbes
estatisticas.

Tabela 2. Avaliaco estatistica das curvas de calibra¢do para a-pineno (MMQO)

Testes Curval Curva 2 Curva 3
PRIMEIRO SEGUNDO TERCEIRO
DIA DIA DIA
(08/11) (12/11) (14/11)
Dados brutos | Dados brutos | Dados  brutos

regressao linear
ordinéria (k=5,

regresséo linear
ordinaria (k=5,

regressao linear
ordinéria (k=5,

n=4, N=20) n=4, N=20) n=4, N=20)
Avaliacdo de homogeneidade das |p = 0,396489 |p = 0.050965 | p = 0.279201
variancias - Levene Test Variancias Homogeneidade | Variancias
p<0,05 — variancias ndo constantes constantes duvidosa constantes
0,05<p<0,1 - homogeneidade duvidosa
p>0,1 -varidncias constantes
Equacéo da reta bo =1.021803 bo =2.279748 bo =2.577304

b1 = 0.695474 b1 = 0.682292 b: = 0.692353
Avaliacdo da significancia do pardmetro | p = 0.316254 p =0.298641 p=0.111343
bo p<0,05 - intercepto estatisticamente | Nao Néo N&o significativo
significativo significativo Significativo
Avaliacdo da significancia do pardmetro | p < 0,000001 | p < 0,000001 | p < 0,000001
b1 p<0,05 - regressdo estatisticamente | Estatisticamente | Estatisticamente | Estatisticamente
significativa significativo significativo significativo
Erro padrdo bg 0.991202 2.130073 1.539260
Erro padrdo b, 0.002936 0.006279 0.004539
R? 0.99967937 0.99847775 0.99922684
R? ajustado 0.99966155 0.99839318 0.99918388
Erro padrdo da estimativa 1.8901 4.0619 2.9353
Avaliacdo da distribuicdo dos residuos |p = 016942 |p = 0.03334|p = 0.02860
(Teste de normalidade) - Shapiro-Wilk’s | Distribui¢éo Distribui¢do ndo | Distribuicdo ndo
p<0,05 — distribuicdo ndo normal dos | normal normal normal
residuos
Avaliagdo de outliers pelo teste de | Sem outliers 2 outliers (1 e | 1 outlier (14)
Grubbs (0=0.05; k=5, n=4, 1.46) 17)
Avaliagdo de autocorrelagdo dos | d= 2.376676 | d= 2.022469 | d=1.947958
residuos Estatistica de Durbin-Watson — | Serial corr. = - | Serial corr. = - | Serial corr. =
para K=2 e N=20 0.194479 0.026061 0.019916
dy tab.=1.201 e dy tab.=1.411 a 5% Residuos  ndo | Residuos  ndo | Residuos néo

Avaliacdo da autocorrelacdo positiva:
d<d. -  residuos  positivamente
autocorrelacionados

di<d<dy - teste inconclusivo

d>dy - residuos ndo positivamente
autocorrelacionados

Avaliagéo da autocorrelagédo negativa:
(4-d)<d. - residuos negativamente
autocorrelacionados

di<(4-d)<dy - teste inconclusivo
(4-d)>dy— residuos ndo negativamente
autocorrelacionados

positivamente
ou
negativamente
correlacionados

positivamente
ou
negativamente
correlacionados

positivamente ou
negativamente
correlacionados
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Tabela 3. Avaliagdo estatistica das curvas de calibra¢do para a-pineno com exclusdo de outliers (MMQO).

Testes Curva?2 Curva 3
SEGUNDO DIA TERCEIRO DIA
(12/11) (14/11)
Dados brutos regressdo | Dados brutos regressdo
linear ordinaria (k=5, | linear ordinaria (k=5,
n=4, N=18) n=4, N=19)
Avaliacdo de homogeneidade das variancias — | p = 0.058421 p = 0.346426
Brown-Forsythe Test Homogeneidade Variancias constantes
p=<0,05 — variancias ndo constantes duvidosa
0,05<p=<0,1 - homogeneidade duvidosa p>0,1 -
variancias constantes
Equacdo da reta bo =1.673071 bo = 2.545819
b; = 0.686413 b1 = 0.692661
Avaliacdo da significancia do parametro by | p = 0.415947 p =0.125152

p<0,05 - intercepto  estatisticamente | N&o Significativo Néo significativo
significativo

Avaliacdo da significancia do pardmetro by | p <0,000001 p < 0,000001
p=<0,05 - regressao estatisticamente | Estatisticamente Estatisticamente
significativa significativo significativo
Erro padrdo bo 2.003390 1.578311

Erro padréo b, 0.005966 0.004711

R? 0.99879262 0.99921416

R? ajustado 0.99871716 0.99916794
Erro padréo da estimativa 3.4520 3.0060
Avaliacdo da distribuicdo dos residuos (Teste | p = 0.00888 p = 0.02585

de normalidade) - Shapiro-Wilk’s p<0,05 —
distribuicdo ndo normal dos residuos

Distribui¢do ndo normal

Distribui¢do ndo normal

Avaliacdo de autocorrelagdo dos residuos
Estatistica de Durbin-Watson — para K=2 e
N=20

dp tab.=1.201 e dy tab.=1.411 a 5%

Avaliacdo da autocorrelacdo positiva:

d<dp residuos positivamente
autocorrelacionados
di<d<dy - teste inconclusivo
d>dy - residuos ndo
autocorrelacionados
Avaliacdo da autocorrelacdo negativa:
(4-d)<d. - residuos negativamente
autocorrelacionados

dL<(4-d)<dy - teste inconclusivo

(4-d)>dy— residuos ndo negativamente
autocorrelacionados

positivamente

d=1.794170

Serial corr. = 0.099834
Residuos nao
positivamente ou
negativamente
correlacionados

d =1.709506

Serial corr. = 0.140294
Residuos ndo positivamente
ou negativamente
correlacionados
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Tabela 4. Avaliagio estatistica das curvas de calibra¢do para a-pineno (MMQP).

Testes

Curval
PRIMEIRO DIA
(08/11)

Curva 2
SEGUNDO DIA
(12/11)

Curva 3
TERCEIRO DIA
(14/11)

Dados

regressdo

brutos
linear

ponderada (k=5,

Dados

regressao

brutos
linear

ponderada (k=5,

Dados

regressao

brutos
linear

ponderada (k=5,

n=4, N=20) n=4, N=20) n=4, N=20)
Equacdo da reta bo = 1.454900 bo = 2.249921 b0 = 2.293002

b1 = 0.694056 b; = 0.682390 bl =0.693280
Avaliacdo da significancia do parametro | p = 0.051846 p =0.106812 p = 0.039758

bo

Néo significativo

Né&o Significativo

Estatisticamente

p<0,05 — intercepto estatisticamente significativo
significativo
Avaliacdo da significAncia do pardmetro | p < 0,000001 | p < 0,000001 |p < 0,000001

bs

Estatisticamente

Estatisticamente

Estatisticamente

p<0,05 — regressdo estatisticamente | significativo significativo significativo
significativa

Erro padréo bo 0.698669 1.325385 1.034404
Erro padréo b 0.002678 0.005056 0.003947

R? 0.99973215 0.99901290 0.99941680
R? ajustado 0.99971727 0.99895807 0.99938440
Erro padrdo da estimativa 0.10876 0.20583 0.16067
Avaliacdo de outliers da regressdo | Sem outliers Sem outliers Sem outliers

(Residuos padronizados)
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Tabela 5. Avaliagdo estatistica da curva global de calibrag¢do para o a-pineno (MMQO).
Testes Curva global
Dados brutos regressédo linear
ordindria (k=5, n=12, N=60)
Avaliacdo de homogeneidade das variancias - Levene Test p = 0.098468
p=<0,05 — variéncias ndo constantes Homogeneidade duvidosa
0,05<p< 0,1- homogeneidade duvidosa
p>0,1 - variéncias constantes

Equacéo da reta bo = 1.968206
b, = 0.690003
Avaliacéo da significancia do pardmetro bo p = 0.063769
p=<0,05 — intercepto estatisticamente significativo N&o Significativo
Avaliacéo da significancia do pardmetro by p <0,000001
p=<0,05 — regresséo estatisticamente significativa Estatisticamente significativo
Erro padrdo b 1.041420
Erro padréo b, 0.003075
R? 0.99884926
R? ajustado 0.99882942
Erro padrdo da estimativa 3.4397
Avaliacdo da distribui¢do dos residuos p = 0.00004
(Teste de normalidade) - Shapiro-Wilk’s Distribui¢do ndo normal
p<0,05 — distribui¢do ndo normal dos residuos
Avaliacdo de outliers da regressao (residuos padronizados) 2 outliers (41 e 53)

Avaliacdo de autocorrelacdo dos residuos Estatistica de Durbin- | d =2.117340

Watson — para K=2 e N=60 d,_tab.=1.549 e dy tab.=1.616 a 5% Serial corr. =-0.065232

Avaliacdo da autocorrelacédo positiva: Residuos ndo positivamente ou
d<dy residuos positivamente autocorrelacionados negativamente correlacionados
di<d<dy teste inconclusivo

d>dy — residuos ndo positivamente autocorrelacionados
Avaliacdo da autocorrelacdo negativa:

(4-d)<d, — residuos negativamente autocorrelacionados
dL<(4-d)<dy - teste inconclusivo

(4-d)>dy- residuos ndo negativamente autocorrelacionados

Tabela 6. Avaliacdo estatistica da curva global de calibracdo para a-pineno (MMQP)

Testes Curva global - MMQP
Dados brutos
regressao linear ponderada
(k=5, n=12, N=58)

Equacéo da reta bo =2.001998
b, = 0.689893

Avaliacéo da significancia do parametro bg p = 0.004008

p=<0,05 — intercepto estatisticamente significativo Estatisticamente Significativo

Avaliacéo da significancia do parametro b p < 0,000001

p=<0,05 — regresséo estatisticamente significativa Estatisticamente significativo

Erro padréo b 0.667993

Erro padréo b, 0.002552

R? 0.99920670

R? ajustado 0.99919303

Erro padrdo da estimativa 0.17983

Avaliacdo de outliers da regressdo (Residuos padronizados) Sem outliers

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 10, p.83013-83032, oct. 2020. ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

Figura 2. Gréficos das avaliacdes feitas no PRIMEIRO DIA
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Figura 4. Gréficos das avaliacdes feitas no TERCEIRO DIA
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As andlises estatisticas dos dados iniciaram-se pela avaliagdo da presenca de valores
aberrantes em cada conjunto de repeticdes em cada nivel de concentracdo empregando-se a
verificacdo de outliers através do teste de Grubbs a a= 0.05, supondo-se que os dados s&o
provenientes de uma distribuicdo normal. Foram observados outliers em dois dias de preparagéo das
curvas de calibracéo e estas observacdes foram retiradas do grupo de resultados.

Os testes utilizados para a avaliacdo da homogeneidade das variancias foram os testes de
Levene (teste paramétrico menos sensivel a premissa de normalidade), aplicados aos dados brutos
sem exclusdo de observacdes (LEVENE, 1960) e o de Brown & Forsythe, teste ndo paramétrico que
corresponde a uma modificacdo do teste de Levene, aplicado nos casos de exclusdo de resultados
pela avaliacdo de outliers (BROWN & FORSYTHE, 1974a, 1974b).

O teste de Levene indicou homogeneidade duvidosa dos dados do segundo dia e variancias
constantes no primeiro e terceiro dia. Entretanto, nos dois ultimos dias, foram observados outliers
que foram retirados e reavaliados pelo teste de Brown & Forsythe (ALMEIDA et al., 2008),
apresentando a mesma avaliagé&o.

A distribuicdo de probabilidade dos residuos da regressdo foi avaliada nos trés dias e

apresentaram uma distribuicdo de probabilidade normal somente para o primeiro dia de avaliagéo,
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utilizando como critério o teste para verificacdo da normalidade de Shapiro-Wilk’s (BUSSAB et al.,
2003; ROYSTON, 1983).

Os desvios consideraveis da normalidade podem ser devidos a presenca de dados aberrantes
e a falta de ajuste do modelo. As opg¢des para uma distribuicdo ndo normal é efetuar uma
transformacdo de varidveis (V, log, inverso, etc) ou usar o método dos minimos quadrados
generalizados. A autocorrelacéo dos residuos foi avaliada pela estimativa d de Durbin-Watson e 0s
residuos ndo apresentaram autocorrelacdo positiva ou negativa. Quando os residuos estdo
autocorrelacionados a regressao linear ordindria ndo é adequada e pode-se tanto efetuar uma
transformagdo de variaveis (V, log, inverso, etc) quanto empregar-se 0 método dos minimos
quadrados generalizados (BUSSAB et al., 2003).

A avaliacdo da significancia do intercepto foi adequada, pois se mostrou ndo significativo
nos trés dias. Se o intercepto é estatisticamente significativo, a hipdtese de que ele seja igual a zero
é rejeitada e a reta ndo passa pela origem. 1sso equivale a dizer que existem evidéncias estatisticas
a um nivel de significancia de 0,05 de que o verdadeiro intercepto ndo caia dentro dos limites do
intervalo de confianca e que o sistema apresenta vicio ou Viés.

Entretanto, a regressdao se mostrou significativa para os trés dias de avaliacdo. Se o
coeficiente angular ¢ significativo, a hipdtese de que ele seja igual a zero é rejeitada, ou seja, a
regressdo € significativa. Caso contrario, a ndo rejeicdo da hipdtese nula decorre de duas
possibilidades: a variavel x ndo explica a variacdo de y ou a relacdo entre y e x ndo é linear
(BUSSAB et al., 2003).

Como pode ser observado na Tabela 2, em dois dias houve uma violag&o das premissas para
ajuste dos dados pelo Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO), indicando que um
ajuste mais adequado deve ser obtido pelo Método dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP),
0 que de fato pdde ser constatado pelos menores erros padrdo das estimativas, obtidos pelas
equacdes ajustadas com ponderacao.

Na Tabela 6 observa-se também a violacdo das premissas quando avaliados os dados na
equacéo global pelo MMQO. A RDC 166 (BRASIL, 2017) informa que a linearidade qualifica o
procedimento analitico em obter resposta que seja diretamente proporcional a concentragdo do
analito na amostra. Se o método for considerado linear, os resultados sdo proporcionais a
concentragcdo da amostra no intervalo determinado analisado. Diante do exposto verificamos que a
linearidade foi comprovada na faixa de concentracdo avaliada por MMQP. A equacéo da reta global

encontra-se na Tabela 6.
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4 CONCLUSAO

O perfil cromatografico do dleo essencial de Schinus terebenthifollius Raddi apresentou
maior composicdo de monoterpenos em relacdo aos sesquiterpenos e terpenos biciclicos. O
constituinte majoritario encontrado foi 0 a -pineno. A porcentagem do a-pineno presente no 6leo
essencial foi de 25,4 % + 0,7. Vale ressaltar que a literatura descreve, além do o - pineno, outros
componentes monoterpenos majoritarios. Possivelmente, os espécimes utilizados na obtencdo do
0leo essencial pela empresa Laszlo, consiste em um quimiotipo ou resultado das agdes dos
interferentes ambientais bidticos e abioticos. Esta variagdo quimica observada para os componentes
majoritarios que podem ocorrer em diferentes regides, reforcam a importancia de estudos com essa
espécie em nivel regional.

O teste de Levene indicou homogeneidade duvidosa dos dados do segundo dia e variancias
constantes no primeiro e terceiro dia. A distribuicdo de probabilidade apresentou-se normal somente
para o primeiro dia de avaliagdo. A regressdo se mostrou significativa para os trés dias de avaliagéo.
Verificamos também que a linearidade foi comprovada na faixa de concentracdo avaliada, porém
atraves do modelo linear obtido pelo MMQP. Observamos que para cada dia de avaliacdo do 6leo
essencial deve-se preparar uma curva de calibracdo para quantificacdo do o - pineno, devido a
significancia estatistica do intercepto em um dos trés dias de avaliagdo. Como trata-se de uma
validacdo preliminar ainda sdo necessarios resultados que avaliem o efeito matriz, seletividade,

repetitividade, precisdo intermedidria, recuperacéo e os limites de deteccdo e quantificacao.
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