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intermediários referentes ao meio, e os externos referentes ao fim da safra. .......... 81 
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RESUMO 
 

ANÁLISE DA SAZONALIDADE E REGIONALIDADE EM SUCO DE LARANJA 

NATURAL POR RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN) E 

QUIMIOMETRIA. Nos últimos anos a Ressonância Magnética Nuclear (RMN) vem 

se tornando uma ferramenta analítica cada vez mais útil para avaliar a qualidade de 

alimentos, em especial suco de frutas. Neste contexto, a RMN tem apresentado 

soluções para identificar fraudes como à adição de substâncias indevidas ou não 

permitidas em suco de frutas, vinhos, méis, cachaça, café, azeite de oliva, etc.. A 

construção de bancos de dados é usada com este proposito, a qual permite 

quantificar simultaneamente uma grande quantidade de substâncias presente nas 

amostras, além de fornecer informações sobre origem, variedade e tipo de fruta 

utilizada na produção de um suco. O objetivo desse trabalho foi avaliar a 

sazonalidade e regionalidade em suco de laranja integral usado para produção de 

suco concentrado destinado à exportação, através das variedades de laranja hamlin, 

pera, natal e valência (Citrus sinensis (L.) Osbeck). As técnicas de RMN de 1H e 2D 

nos permitiu caracterizar mais de 20 metabólitos presentes no suco de laranja 

integral, além de quantificar o conteúdo de açúcares (sacarose, α e β-glicose e 

frutose), ácidos (cítrico, málico, ascórbico, succínico e γ-aminobutírico (GABA)); 

aminoácidos (prolina, arginina, alanina, treonina e valina), ratio e etanol. Os efeitos 

da sazonalidade foram avaliados através das análises por componentes principais 

(PCA), onde foi possível constatar que a região 3 foi aquela que apresentou os 

períodos sazonais mais bem definidos ao longo das safras 2014 para as variedades 

pera, natal e valência. Ao contrario das demais variedades, a variedade hamlin teve 

os períodos sazonais mais bem definidos na região 2 ao longo da safra de 2014. Os 

dados de RMN de 1H aliados às análises supervisionadas de Partial Least Squares 

Discriminant Analysis (PLS-DA) possibilitaram construir modelos onde foi possível 

distinguir o ano da safra, o tipo de laranja (precoce ou tardia), tipo de variedade 

(hamlin, pera, natal ou valência) e a região (1, 2 ou 3) de onde o suco de laranja foi 

obtido.  
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ABSTRACT 
 
ANALYSIS OF SEASONALITY AND REGIONALITY IN FRESH ORANGE JUICE BY 

USING NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE (NMR) AND CHEMOMETRICS. The 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) has been become increasingly helpful as an 

analytical tool to assess the food quality, specially to highlight fruit juice in the last 

few years. In this context, NMR has presented solutions to identify frauds such as 

addition of unauthorized or not allowed compounds in fruit juices, wines, honeys, 

spirits, coffees, olive oil, etc.. The development of databases is used for this purpose 

which enables to perform at the same time the quantification of large numbers of 

compounds into the samples, as well as to provide the information about origin, 

variety and type of fruit that were used throughout orange juice production. The 

purpose of this study was to evaluate the seasonality and regionality in fresh orange 

juice used to produce concentrated orange juice for exportation through the orange 

varieties hamlin, pera, natal, and valência (Citrus sinensis (L.) Osbeck). 1H NMR and 

2D analysis enabled us to characterize more than 20 compounds in fresh orange 

juice, and also to quantify the content of sugars (sucrose, α and β-glucose, and 

fructose), acids (citric, malic, ascorbic, succinic, and γ-aminobutyric (GABA)), 

aminoacids (proline, arginine, alanine, threonine, and valine), ratio and ethanol. The 

seasonality effects were evaluated by using principal components analysis (PCA), 

where it was possible to determine that region 3 showed more explicity defined 

seasonality stages for the varieties pera, natal and valência across the 2014 harvest. 

In contrast, the hamlin type presented more defined seasonality stages in region 2 for 

2014´s harvest. The 1H NMR allied to supervised analysis of Partial Least Squares 

Discriminant Analysis (PLS-DA) lead to development of models where it was possible 

to distinguish the year of harvest, type of orange (early or late), type of variety 

(hamlin, pera, natal or valência) and the region (1, 2 or 3) where the orange juice was 

obtained. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Suco de laranja no Brasil e no mercado mundial 

A primeira indústria de suco de laranja não concentrado no Brasil foi 

montada durante a segunda guerra mundial pelo governo do estado de São Paulo, 

para evitar o desperdício das safras de laranja e visando abastecer o mercado local. 

Porém, este empreendimento fracassou devido, principalmente, à falta de 

consumidores. Em 1962, a produção brasileira de suco de laranja tomou um novo 

impulso, devido à geada ocorrida no estado da Flórida, onde cerca de 13 milhões de 

árvores adultas tiveram que ser destruídas e, esse fato, contribuiu para a inserção 

do Brasil no mercado mundial. Neste mesmo ano, o Brasil se tornou um dos grandes 

exportadores para o mercado interno dos Estados Unidos e da Europa, preenchendo 

uma lacuna deixada pelos americano 1 e 2. 

A primeira indústria de suco de laranja voltada para a exportação foi 

criada em 1963, em um período denominado “modernização conservadora” da 

agricultura. Os incentivos às exportações, isenções tributárias e crédito rural 

subsidiado foram as principais características deste período compreendido entre 

1965 a 1979. Na década de 80, a citricultura brasileira continuou seu processo de 

expansão, apesar da crise financeira mundial e as condições climáticas não 

favoráveis na Flórida, maior produtor dos Estados Unidos, proporcionando ao Brasil 

o primeiro lugar dentre os produtores mundiais de citros2.  

Atualmente, o Brasil é o maior produtor mundial de laranja. Grande parte 

da produção é destinada a fabricação de suco concentrado, onde aproximadamente 

91% são exportados, conforme apontado recentemente pelo USDA (United States 

Department of Agriculture) nos gráficos da Figura 13. 

O principal destino da produção de suco de laranja concentrado do Brasil 

é o mercado europeu, onde este mercado representa cerca de 66,7% das 

exportações. Os Estados Unidos, desde a tragédia climática ocorrida na Flórida na 

década de 80 é o segundo maior destino das exportações de suco de laranja 

brasileiro. Outros países como Canadá, China, Japão, Rússia e Austrália são 

destinos importantes para exportação de suco de laranja brasileiro 3. 
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Figura 1: Maiores produtores mundiais de laranja, exportadores e produtores de 

suco de laranja, e importadores mundiais de suco de laranja concentrado a 65°Brix. 
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Os maiores produtores brasileiros de suco de laranja estão localizados no 

estado de São Paulo e nos municípios da região do triângulo mineiro, por isso a 

região é chamada de Cinturão Citrícola (do inglês Citrus Belt). Com centenas de 

milhares de hectares plantados, a citricultura envolve direta e indiretamente cerca de 

200 mil empregos, promovendo uma massa salarial de quase R$ 700 milhões3-5. 

Os principais cultivares ou variedades utilizadas para o processamento de 

suco são as variedades de laranja Hamlin, por ser considerada precoce; a Pera, de 

meia estação, mas para alguns produtores é considerada precoce; e a Natal e 

Valência, que são tardias. A diversidade das variedades de laranjas, condições de 

clima e solo favoráveis no Brasil propicia a produção de laranja o ano todo.  

As variedades hamlin, pera, natal e valência são também chamadas de 

laranjas doces, cuja espécie é Citrus sinensis (L.) Osbeck, da família das Rutáceas 

(Rutaceae), as quais são cultivadas em regiões de climas mais úmidos, com 

temperaturas moderadas entre 15 °C e 29 °C e com a necessidade de bastante 

incidência de sol 6. 

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), 

através do Decreto n°. 6.871, de 04 de junho de 2009, que regulamenta a Lei n° 

8.918 de 14 de julho de 1994, define o suco de laranja sendo uma bebida não 

fermentada, não concentrada e não diluída obtida da laranja madura e sã, por 

processamento tecnológico, submetida a tratamento para assegurar a sua 

apresentação e conservação até o momento do consumo. Não pode conter 

substâncias estranhas à fruta, excetuadas as previstas na legislação especifica. É 

proibida à adição de aromas e corantes artificiais. 

O suco de laranja comercial pode ser apresentado ao consumidor de três 

maneiras: concentrado ou desidratado, integral e reconstituído. O suco de laranja 

concentrado ou desidratado é parcialmente ou quase que totalmente feito à remoção 

da água natural contida no suco, enquanto que o suco de laranja integral é 

pasteurizado, sem adição de açúcar e em concentração natural. O suco de laranja 

reconstituído é produzido a partir do suco de laranja concentrado ou desidratado, 

onde é feita a diluição com água potável em sua formulação até atingir sua condição 

de suco integral ou ao teor de sólidos solúveis mínimo estabelecido nos respectivos 

padrões de identidade e qualidade para cada tipo de suco integral, sendo obrigatório 

constar em sua rotulagem a origem do suco utilizado para sua elaboração, se 

concentrado ou desidratado, sendo opcional o uso da expressão "reconstituído"7 e 8  
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1.2. Uma visão geral da Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

A Ressonância Magnética Nuclear (RMN) como é aplicada nos dias 

atuais por químicos, médicos, engenheiros, etc., surgiu no início dos anos de 1930 

com a introdução de sua teoria pelo físico alemão Gorter9. Todavia, o uso da RMN 

só começou a ser apreciada na área da química, principalmente por químicos 

orgânicos para elucidação estrutural de compostos, quando os alunos Proctor e Yu10 

de Felix Bloch introduziram o conceito de deslocamento químico. 

Tradicionalmente, o interesse do uso RMN sempre foi voltado para 

verificação e elucidação de estruturas, assim como a análise de pureza de 

substâncias11. Entretanto, nas últimas duas décadas a RMN tem se mostrado como 

uma potente e versátil ferramenta nos mais variados campos de aplicação tais 

como: farmacêuticos, clínicos, alimentícios e industriais. 

A necessidade em campos como os da metabolômica/metabonônico e 

food/foodomics fez com que a RMN expandisse muito rapidamente nos últimos 

anos, com aplicações em análises de misturas e triagens. Tais desenvolvimentos 

foram permitidos, graças aos avanços e melhorias dos hardwares e softwares dos 

espectrômetros de RMN, integrado ao preparo de amostra e rápidos trocadores de 

amostras11-13. 

Alguns aspectos como a velocidade com que se podem adquirir os 

espectros e fazer várias amostras em pouco tempo, tendo o mínimo preparo e com 

excelente reprodutibilidade dos dados, fazem da RMN uma poderosa técnica 

analítica. Apesar de ser uma técnica não destrutiva e poder detectar um grande 

número de compostos simultaneamente em uma única medida experimental, a 

espectroscopia de RMN apresenta como desvantagem a baixa sensibilidade, 

quando comparada com a espectrometria de massas (EM), espectroscopias nas 

regiões do infravermelho (IV) e ultravioleta (UV) 12 e 14. 

Apesar da baixa sensibilidade da técnica, avanços em novos designs e 

uso de líquidos criogênicos em sondas, tem minimizado essa desvantagem da 

técnica de RMN. Por exemplo, aplicações utilizando dynamic nuclear polarization 

(DNP)15 e sondas microcapilares permitem trabalhar com nano volumes para obter 

maior sensibilidade em pequenas quantidades de amostras16-19. Os sistemas 

hifenados como a CLAE-RMN (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à 

Ressonância Magnética Nuclear) e CLAE-EPS-RMN (Cromatografia Líquida de Alta 
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Eficiência combinado com Extração por Fase Sólida acoplada à Ressonância 

Magnética Nuclear), são também alternativas para analisar e identificar compostos 

químicos individualmente ou em misturas complexas em níveis muito baixos 20-22. 

1.3. Aplicação da RMN em suco de frutas e bebidas 

Em meados da década de 90 foi quando começou a surgir os primeiros 

trabalhos envolvendo a técnica de RMN de 1H aplicada a suco de frutas. Esses 

primeiros trabalhos tiveram como base apresentar o potencial da técnica frente à 

caracterização e quantificação de vários metabólitos em misturas complexas em 

uma única análise, de modo rápido e com o mínimo de preparo das amostras. 

Dez anos depois, Campo e colaboradores (2006) fizeram a quantificação 

dos ácidos: cítrico, málico e aspártico em diferentes variedades de sucos: laranja, 

maçã, apricot, kiwi, pêra, morango e abacaxi - em pH específico onde não ocorre a 

sobreposição de sinais – utilizando a técnica de RMN de 1H 23. 

Além da caracterização e quantificação, os pesquisadores mostraram a 

possibilidade em conseguir avaliar processos de adulterações e fraudes em suco de 

frutas não só através da RMN 1H 24-27, mas também através da relação isotópica 

entre 2H/1H pela técnica SNIF – NMR (Site Specific Natural Isotopic Fractionation 

studied by Nuclear Magnetic Resonance).  

Com intuito de utilizar cada vez a RMN no monitoramento da qualidade 

dos sucos, à busca por “impressões digitais ou marcadores” (fingerprints) que 

pudessem evidenciar a qualidade ou adulteração nos sucos de frutas ficou cada vez 

mais importante. Algumas delas sendo um único metabólito como referência, mas 

em outros casos o uso de espectros autênticos como referências. Por exemplo, a 

Florina (3,5-dihidroxifenil-β-D-glucopiranosídeo) isolada via CLAE da casca de 

laranja e caracterizada via RMN, foi detectada em diferentes concentrações em 

sucos comerciais provenientes da Espanha e do Brasil, a presença dessa 

substância é um indicativo que o suco foi extraído exaustivamente em seu processo 

de produção, caracterizando-a como “fingerprint” de adulteração e/ou contaminação 

do suco28.  
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Figura 2: Estrutura química da Dimetilprolina e Florina. 

A adição intencional de água no suco de laranja durante o seu processo 

de produção pode ser detectada no espectro de RMN de 1H aliado a quimiometria 

através da substância dimetilprolina (DMP), a qual também é conhecida como 

“fingerprint” de adulteração e/ou contaminação do suco de laranja29. Outro alvo de 

adulteração em sucos de laranjas é o ácido cítrico. Como a concentração de ácido 

cítrico é um dos parâmetros para se avaliar a qualidade do suco, falsificações com 

adição intencional de ácido cítrico sintético podem ser “desmascaradas” utilizando 

não só a técnica SNIF-NMR (através da relação isotópica 2H/1H) como a EM 

(através da relação isotópica 13C/12C) 30. 

Outros estudos envolvendo o monitoramento da degradação de suco de 

laranja in natura e néctares comerciais de laranja em diferentes temperaturas de 

armazenamento mostraram o aumento da concentração de etanol, ácidos lático, 

pirúvico, fumárico, fórmico e succínico ao longo de 48h, utilizando dados de RMN de 

1H e análises de quimiométricas 31. 

Trabalho semelhante em suco de manga usando a RMN de 1H para 

monitorar as mudanças ocorridas através do crescimento e contaminação 

microbiológica com Penicillium expansum, também mostrou a formação de um vasto 

grupo de compostos indesejáveis provenientes do processo fermentativo do suco ao 

longo de 132 horas 32. 

Recentemente, Soares M. V. L. et al. (2016) monitoram o efeito da 

degradação térmica em suco de maracujá utilizando a técnica de RMN. No trabalho 

os pesquisados monitoram via RMN duas temperaturas (85°C e 140°C) em 

diferentes tempos (4, 15, 30 e 60 segundos) de processos térmicos usados na 

pasteurização do suco de maracujá. Eles constataram a que a temperatura de 
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140°C durante 60 segundos foi a condição que propiciou a degradação da sacarose 

e a formação da 5-hidroximetil-2-furfural (HMF)33. 

Desse modo, a partir de trabalhos pioneiros como os de Belton, P. S. et 

al. (1996 e 1998); Martin, G. G. et al.(1996); Louche, L. M. M. et al. (1998); Martin, G. 

J. et al. (1996); Pupin, A. M. et al. (1998) e Peter Rink  et al. (2008) e vários outros 

trabalhos publicados na literatura tiveram contribuições fundamentais para a 

construção e o desenvolvimento do banco de dados usado pela SGF (Sure Global 

Fair) e seus parceiros para avaliar a qualidade do suco de frutas25 e 26, 28,34-36.  

Atualmente, para ser comercializado no mercado europeu, o suco de 

laranja e de frutas em geral passa por várias análises para avaliação da sua 

qualidade. A SGF e seus parceiros são responsáveis para atestar a qualidade 

desses produtos e, dentre as técnicas utilizadas a RMN é uma delas. Com 

experimentos relativamente rápidos (RMN de 1H e J-res em aproximadamente 15 

minutos cada amostra), comparado a outras técnicas, é possível obter informações a 

respeito do processo de produção do suco de laranja. Nesse rápido “screening” é 

possível quantificar aproximadamente 25 metabólitos presentes no suco de laranja 

através dessas análises de RMN, além de aferir a origem, o tipo de suco e as 

variedades/espécies da fruta usadas em sua produção37. 

1.4. Análise Quimiométrica aplicada a dados de RMN  

O suco de laranja é uma matriz muito complexa e a sua composição pode 

variar em função das espécies/variedades de laranjas utilizadas nas misturas 

(blends), dos fatores de sazonalidade/regionalidade, dos processos de produção, 

das condições de armazenamento e estocagem, etc. Um método que pode ser 

empregado na análise dos diferentes produtos comerciais é a RMN de 1H, tornando 

possível em uma única medida à observação de um grande número de substâncias 

presentes na amostra; levando-se em consideração o limite de detecção da técnica 

e a possibilidade de sobreposição dos sinais. 

No entanto, frente a um número muito grande de espectros, tanto pelo 

número de replicas como pelo número de amostras, a comparação visual para a sua 

discriminação torna-se bastante trabalhosa devido ao elevado número de 

informações neles contidos. O uso de programas estatísticos nos permite distinguir 

com clareza as sutilezas tanto em relação à variação dos constituintes químicos 

quanto à sua quantidade38. A quimiometria é constituída de métodos matemáticos e 
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estatísticos que decompõem dados multivariados complexos em dados simples e de 

mais fácil interpretação, permitindo uma melhor compreensão das informações 

presentes na matriz quando comparada com um banco de dados39. 

Há vários artifícios matemáticos para realizar as análises por 

componentes principais (PCA), em que é possível dar diferentes “pesos” as variáveis 

do banco de dados em função do método aplicado, por exemplo, dados centrados 

na média, autoescalados e escalonamento por unidade de pareto40-42. É possível 

também, trabalhar com métodos para redução da dimensão dos dados numa matriz, 

como por exemplo, análises de bucket table, algoritmos de seleção de variáveis, 

trabalhar com faixas específicas dos dados ou ainda trabalhar com todas as 

variáveis. 

A utilização da quimiometria como ferramenta estatística aplicada aos 

dados de RMN de um modo geral tem sido muito explorada pela comunidade dessa 

área nas últimas décadas, principalmente quando o foco de estudo refere-se à 

análise de misturas complexas ou apenas para um screening inicial dessas misturas. 

Nesse sentido, vários trabalhos têm sido reportados na literatura apresentando 

diferentes metodologias para uso da RMN e a quimiometria43-50.  

Em 2001, Luisa Mannina e colaboradores utilizaram a RMN de 1H aliada 

a quimiometria para analisar amostras de azeites de oliva extras virgens obtidos 

durante três anos (1996, 1997 e 1998) em três diferentes regiões da Itália a fim de 

avaliar o potencial dessa técnica na caracterização geográfica desses azeites. 

Nesse trabalho, sem qualquer hipótese prévia e com erros estatísticos muito baixos, 

conseguiu-se discriminar a produção anual nas diferentes regiões estudadas e, 

através da combinação dos dados dos diferentes anos de produção de azeite, foi 

possível agrupar as amostras de acordo com as posições geográficas, 

independentemente do tipo de cultivo empregado. Além disso, os autores 

enfatizaram a importância da amostragem e o cuidado que deve ser tomado durante 

a interpretação dos dados51. 

Em 2008, Viggiani L. e colaboradores fizeram o uso da RMN de 1H e 13C 

para caracterização de dez tipos de vinhos produzidos por uvas negras na região da 

Basilicata, sul da Itália. Nesse trabalho, os pesquisadores conseguiram verificar 

diferenças do perfil metabólito dos vinhos estudados, e quando comparado com 

vinhos produzidos na região da Campania, também sul da Itália, eles verificaram 

diferenças associadas à origem geográfica e a colheita da safr52. 
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Posteriormente, Goldemann R. et.al em 2013 também desenvolveram 

através da RMN de 1H combinado com análises de dados multivariados, 

supervisionadas e não supervisionadas, além de métodos estatísticos conseguiram 

diferenciar o tipo de uva, a origem geográfica e o ano da safra em vinhos produzidos 

na Alemanha. Os pesquisadores coletaram cuidadosamente aproximadamente 600 

amostras autênticas, correspondentes a 5 áreas de colheitas no sul e sudoeste para 

construção do branco de dados53. 

Em 2011, pesquisadores da Dinamarca propuseram através das análises 

de RMN de 1H combinados com estatística quantitativa descritiva (análise sensorial) 

e quimiometria, usar as técnicas em conjunto com língua magnética para avaliar os 

efeitos das características sensoriais como o amargor, gosto do tomate, doçura, 

acidez, densidade, vermelhidão e metais em molhos de tomates54. 

Pesquisadores japoneses em 2012 utilizaram a RMN de 13C e analises 

quimiométricas para a diferenciação de grãos de cafés arábica e robusta 

provenientes de seis diferentes regiões. Nesse trabalho, os pesquisadores 

verificaram alterações significativas em 14 metabólitos presentes nos grãos de 

cafés55. Em 2015, Arana V. A. e colaboradores também classificaram através do 

extrato de café via RMN de 1H e quimiometria, a origem de grãos cafés 100% 

arábica proveniente da Colômbia comparado com outras regiões. Nesse trabalho, os 

pesquisadores relatam a importância de construir esses modelos de classificação, 

como mecanismo para países preservarem a origem e a qualidade dos seus 

produtos56. 

Como se pode observar através dos trabalhos citados anteriormente, 

sejam eles com mais de 15 anos de publicação ou recentemente, existe uma 

quantidade extensa de trabalhos disponíveis na literatura envolvendo a técnica de 

RMN aliada a quimiometria aplicados em alimentos. Tal fato demonstra não só a 

versatilidade, como a robustez, rapidez e quantidade de informações que se pode 

obter a partir dos dados gerados a partir da técnica de RMN. 
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2.  OBJETIVOS  

2.1 Avaliar o efeito da sazonalidade e regionalidade em suco de laranja fresco das 

variedades de laranja hamlin, pera, natal e valência em três diferentes regiões 

do estado de São Paulo utilizando a RMN de 1H e ferramentas quimiométricas. 

2.2 Caracterizar e quantificar via ERETIC™ II os principais metabólitos presentes 

nas variedades/espécies das laranjas hamlin, pera, valência e natal. 

2.3 Construir modelos estatísticos para classificar a safra, o tipo de laranja, as 

variedades/espécies e a origem do tipo de suco de laranja fresco. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Origem, coleta e preparo das amostras. 

As amostras de suco laranja integral foram coletadas durante as safras 

de 2013 e 2014 para a execução e desenvolvimento deste projeto. A coleta das 

amostras ocorreu em três diferentes regiões do estado de São Paulo, as quais foram 

denominadas de região 1, região 2 e região 3, conforme indicado na Figura 3. 

 

Figura 3: Origem geográfica da coleta das amostras de suco de laranja integral. 

Representação 1 no mapa corresponde a região 1 (localização -20.7096, -

48.53182), 2 corresponde a região 2 (localização -21.78482, -48.17864) e 3 

corresponde a região 3 (localização -22.33799, -47.17337). 

Fonte: https://www.google.com/maps/d/edit?hl=pt-BR&hl=pt-BR&mid=1lXn6j_hpRGeZxLI6M67YokgS7kk&ll=-

6.122820162458389%2C-63.403566710156156&z=4  

  

1

2

3

https://www.google.com/maps/d/edit?hl=pt-BR&hl=pt-BR&mid=1lXn6j_hpRGeZxLI6M67YokgS7kk&ll=-6.122820162458389%2C-63.403566710156156&z=4
https://www.google.com/maps/d/edit?hl=pt-BR&hl=pt-BR&mid=1lXn6j_hpRGeZxLI6M67YokgS7kk&ll=-6.122820162458389%2C-63.403566710156156&z=4
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As variedades estudadas na safra de 2013 foram às laranjas tardias: 

natal e valência, onde foram feitas coletas em quintuplicatas amostrais para cada 

lote de cada região, cuja amostragem foi feita em diferentes “talhões” nas fazendas 

produtoras. A Figura 4 e Tabela 1 ilustram mais claramente as 150 amostras 

estudadas nas três diferentes regiões da safra de 2013. 

 

Figura 4: Ilustração da coleta das amostras nos diferentes talhões para cada região 

monitorada. 

Tabela 1: Amostras de suco de laranja integral para as variedades tardias coletadas 

durante a safra de 2013. 

Safra 2013 

Laranjas tardias 

 Natal 
Total de 

amostras 
Valência 

Total de 
amostras 

Região 1 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Região 2 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Região 3 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Ao contrário da safra de 2013, a safra de 2014 foi acrescentada duas 

variedades de laranjas precoces, a hamlin e a pera, além das variedades tardias da 

safra de 2013. Nesta safra foi avaliado o período sazonal de cada variedade, em que 

os períodos de coleta foram divididos em duas partes, início e fim para as 

variedades precoces e, início, meio e fim para as variedades tardias. A Tabela 2 

ilustra a distribuição das amostras em cada região, bem como o período de coleta 

para cada variedade, na qual totalizou a quantidade de 750 amostras durante a safra 

de 2014. 

 

Região 1

Talhão

Região 2 Região 3
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Tabela 2: Amostras de suco de laranja integral para as variedades precoces e 

tardias coletadas durante a safra de 2014. 

Safra 2014 

Laranjas precoces 

 
Período de 

coleta na safra 
Hamlin 

Total de 
amostras 

Pera 
Total de 

amostras 

Região 1 
início 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

fim 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Região 2 
início 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

fim 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Região 3 
início 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

fim 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Laranjas tardias 

 
Período de 

coleta na safra 
Natal 

Total de 
amostras 

Valência 
Total de 

amostras 

Região 1 

início 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

meio 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

fim 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Região 2 

início 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

meio 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

fim 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Região 3 

início 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

meio 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

fim 5 lotes 25 amostras 5 lotes 25 amostras 

Após a coleta, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 

10 minutos, em seguida retirada uma alíquota de 900 uL (90% v/v) do sobrenadante 

e adicionado 100 uL (10% v/v) de solução tampão, cujos pHs das amostras foram 

ajustados para a faixa de 3.0 ± 0.1. Em seguida, as amostras foram 

homogeneizadas em vórtex por 10 segundos e transferidos 600 uL para tubos de 

RMN de 5,0 mm para a execução das análises. 

3.2 Preparo da solução para correção do pH das amostras 

A solução tampão utilizada no preparo das amostras de suco de laranja 

integral constitui-se de 1M KH2PO4 (di-hidrogenofosfato de potássio), 0,1% TMSP-d4 

(3-trimetilsililpropionato de sódio – d4), 2 mM de NaN3 (azida de sódio), D2O (óxido 

de deutério) e DCl (cloreto de deutério). 

Para preparar 100 mL da solução tampão, dissolveu-se 13,6 g de 

KH2PO4 e 13,0 mg de NaN3 em aproximadamente 85 mL de D2O. Em um frasco 

separado, dissolveu-se 3,0 g de TMSP-d4 em aproximadamente 5 mL de D2O, em 
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seguida, a solução foi colocada em banho ultra - som para homogeneização. Após a 

homogeneização, as soluções foram misturadas, e o pH da solução tampão foi 

ajustado com DCl para o pH de 1,8. Por fim, o volume da solução tampão foi 

ajustado para 100 mL com D2O. 

 

3.3 Aquisição dos dados de RMN de 1H e J-resolved 

Todos os experimentos de RMN de 1H e J-resolved foram executados 

em um equipamento Bruker Avance III de 9,4 T (400 MHz para frequência do 

hidrogênio), equipado com uma sonda PABBI de 5,0 mm de diâmetro interno e 

gradiente de campo, acessório automático de “tuning and matching” (ATMATM), 

unidade de controle de temperatura externa BCU-I, e trocador de amostra 

automática “Sample-Xpress™”. 

Todos os dados de RMN foram adquiridos a 300 K sem rotacionar as 

amostras. Antes da aquisição dos dados de RMN de 1H e J-resolved, um tempo de 

espera de 5 minutos foi assegurado para cada amostra após a inserção no magneto, 

para garantir que o equilíbrio da temperatura de 300 K fosse respeitado. Em 

seguida, utilizando uma rotina padrão de automação via interface ICON-NMR 

(software Bruker TopSpinTM), foi realizado sintonia automática (ATMA), trava de lock 

para o solvente (LOCK), ajuste de fase do lock (AUTOLOCK), homogeneidade de 

campo ou “shimming” (TOPSHIM), calibração de pulso de 90º para um intervalo de 

25 Hz na região de saturação do sinal do solvente (PULCON). 

Os dados de RMN de 1H foram adquiridos com 32 promediações (ns), 

4 “dummy scans” (ds), 65536 pontos de dados durante a aquisição (td), largura 

espectral de 8223,685 Hz ou 20,5524 ppm (sw), 16 de ganho do receptor (rg), tempo 

de aquisição entre cada promediação 3,98 s (aq), tempo de espera entre cada 

promediação de 4,00 s (d1) e 10 ms de tempo de mistura (d8). Para a supressão do 

sinal do solvente no espectro de RMN de 1H, utilizamos a sequência de pulsos 

NOESY 1D (sequência de pulso noesygppr1d denominação Bruker), conforme 

apresentado na Figura 5, com gradiente de campo, com frequência de irradiação em 

1882,80 Hz (o1) durante o tempo de espera e o tempo de mistura. Para efetuar o 

processamento dos dados, os FIDs foram multiplicados previamente por função 

exponencial de 0,3 Hz (lb) para aplicar a transformada de Fourier. A correção da 

fase e da linha de base nos espectros de RMN de 1H foram realizadas através da 
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rotina apk0.noe (algoritmo interno do programa TopSpin 3.0), onde só é permitida a 

correção de zero ordem na fase dos espectros, bem como quando os dados são 

adquiridos no modo de digitalização “baseopt”. Por fim, os dados de RMN de 1H 

foram referenciados através do sinal do TMSP-d4 em 0,0 ppm. 

 

Figura 5: Representação para a sequência de pulsos noesygppr1d denominação 

Bruker. a) escrita e b) gráfica. TE(d1) = tempo de espera entre cada promediação; 

P1 e P0 = pulsos de 90° com diferentes fases; Tm (d8) = tempo de mistura; tG1 e tG2 = 

pulsos de gradiente de campo; AQ = tempo de aquisição. 

Os dados de RMN 2D, ou espectros de J-resolved, foram adquiridos 

aplicando a supressão do sinal do solvente durante o tempo de espera (d1) com o 

mesmo formato que no espectro de RMN de 1H. Onde, utilizamos a sequência de 

pulsos de correlação homonuclear “jresgpprqf” (denominação Bruker) com gradiente 

de campo, conforme ilustrado na Figura 6. Os valores configurados para o tempo de 

espera foi de 2,00 s (d1), enquanto que os valores para o pulso de 90º (p1) e ganho 

do receptor (rg) foram os mesmos que os dados de RMN de 1H. Foram utilizados 16 

“dummy scans” (ds), com 40 incrementos de evoluções (td em F1 ou t0), 4 

promediações (ns), 8K de pontos de dados adicionados durante a aquisição do FID 

(td em F2), 0.61 s de tempo de aquisição (aq), para uma janela espectral de 16.70 

ppm (sw). Em F1, o tempo de aquisição foi de 0.26 s e largura espectral de 0,1949 

ppm (78 Hz).  

P1P1 P0

Tm(d8)

AQ

tG2

tG1

TE(d1) 4us

TE(d1)  ̶  tG1 ̶ P1(90 )  ̶ 4us ̶ P1(90 )  ̶  Tm(d8)  ̶  tG2 ̶ P0(90 )  ̶ AQa)

b)

1H

Gz

Sequência de pulsos noesygppr1D (denominação Bruker)
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Figura 6: Representação da sequência de pulso jresgpprqf denominação Bruker. a) 

escrita e b) gráfica. TE(d1) = tempo de espera entre cada promediação; P1 = pulso 

de 90°; P2 = pulso de 180°; t0 = tempo de evolução; tG1 e tG2 = pulsos de gradiente 

de campo; AQ = tempo de aquisição. 

3.4 Aquisição dos dados de RMN 2D (bidimensionais) 

Para caracterizar o maior número de compostos presentes no suco de 

laranja integral, das variedades precoces (hamlin e pera) e tardias (natal e valência), 

foram utilizados os experimentos bidimensionais com gradiente de campo: COSY, 

HSQC e HMBC, através das sequências de pulsos cosygpprqf, hsqcetgp e 

hmbcgplpndqf (denominação Bruker). 

Os experimentos bidimensionais de COSY, HSQC e HMBC foram 

realizados com largura espectral (swh) em F2 de 6038,65 Hz, 6038,65 Hz, 8223.69 

Hz, em F1 6038,65 Hz, 23142.67 Hz e 24149.48 Hz, com 16, 48 e 104 

promediações (ns), respectivamente. O tempo de espera (d1) utilizado nos 

experimentos foi de 1 s, com 4 k de pontos de dados durante a aquisição na 

dimensão em F1 (TD em F1), e na dimensão em F2 de 256 (TD em F2) para os 

experimentos de COSY e HSQC, e 300 pontos para o experimento de HMBC. 

3.5 Análises quimiométricas  

As análises multivariadas dos dados de RMN de 1H foram realizadas 

utilizando o programa Amix™ versão 3.9.3. Para realização das análises por 

P2P1

AQ

tG1

TE(d1) 4us

TE(d1)  ̶ P1(90 )  ̶ 4us ̶ t0 ̶  tG1 ̶ P2(90 )  ̶ 4us ̶̶  tG2 ̶ t0 ̶ AQa)

b)

1H

Gz

tG2

Sequência de pulsos jresgpprqf (denominação Bruker)

4ust0 t0
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componentes principais (PCA), as regiões referentes ao sinal da água (4.70 ppm), 

as extremidades espectrais e o sinal do TMSP-d4 (região de 15,00 – 10,00 ppm e 

região de 0,65 – -5,00 ppm), e a região referente ao sinal da acetona (2.22 – 2,00 

ppm) foram excluídas. Dois diferentes métodos foram testados nas análises por 

PCA, o método por “bucket table” e “take one point as bucket”. 

3.5.1 Retangular bucket 

A construção da matriz de dados por bucket table foi realizada através 

do método simples retangular, onde a largura usada pra cada bucket foi de 0,04 

ppm, o qual reduziu a matriz de dados para 500 segmentos. Dentro de cada bucket 

foi realizado o método de integração a partir da soma das intensidades dos 

espectros, e nenhum método de dimensionamento dos dados foi aplicado (no 

scaling), conforme apresentado na Figura 7 a seguir. 

 

Figura 7: Representação dos pontos de dados na região de 1,12 – 1,20 ppm em um 

espectro de RMN de 1H, referente ao sinal do grupo metila do etanol numa amostra 

típica de suco de laranja integral. a) Cada intervalo de 16 Hz corresponde há ~262 

pontos de dados no espectro, b) enquanto que após gerar a bucket table cada 

intervalo de 16 Hz corresponde apenas a 1 variável. 

3.5.2 Take one point as bucket  

O método take one point as bucket, ou seja, gerar um bucket para cada 

ponto de dado foi selecionado, onde as variáveis da matriz gerada correspondem ao 

16 Hz

~ 262 pontos

16 Hz

~ 262 pontos

a)

Bucket 1Bucket 2

16 Hz

1 variável

16 Hz

1 variável

b)
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mesmo número de pontos de dados que no espectro original. Cada bucket foi criada 

utilizando o método de integração a partir da soma das intensidades dos espectros, 

e nenhum método de dimensionamento dos dados foi aplicado (no scaling). A Figura 

8 abaixo ilustra a bucket table gerada utilizando o método descrito anteriormente. 

 

Figura 8: Representação dos pontos de dados na região de 1,12 – 1,20 ppm em um 

espectro de RMN de 1H, referente ao sinal do grupo metila do etanol numa amostra 

típica de suco de laranja integral. a) Cada intervalo de 16 Hz corresponde há ~262 

pontos de dados no espectro, b) enquanto que após utilizar cada ponto de dado para 

gerar uma bucket table, cada intervalo de 16 Hz corresponde a mesma quantidade 

variáveis (~262 variáveis). 

3.6 Análise por Componentes Principais (PCA) e Modelos de Classificação 

Após a criação das bucket tables, as análises por PCA foram 

realizadas sem dimensionamento das variáveis (correspondentes às colunas da 

matriz), ou seja, no scaling ou dados centrados na média. Contudo, outros dois 

dimensionamentos foram realizados, tais como scale to unit variance e pareto 

scaling, porém os resultados esses métodos não apresentaram resultados 

satisfatórios para as análises por PCA, portanto, os mesmo não serão apresentados 

na discussão dos resultados.  

O método supervisionado PLS-DA (Partial Least Square – Discriminant 

Analysis) foi utilizado para construir os modelos de classificação de suco de laranja 

32 Hz

~ 524 pontos

a)

1.200 1.175 1.150 1.125 1.100 1.075 ppm

32 Hz

~ 524 pontos

b)
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das diferentes regiões (região 1, 2 e 3), variedades (hamlin, pera, natal e valência), 

tipo de variedade (tardia ou precoce) e ano da safra (2013 ou 2014).  

Os modelos de classificação foram obtidos com grande número de 

variáveis latentes, realizando validação cruzada por subclasses randômicas para 

diminuir a chance de sobreajuste dos modelos. Os principais parâmetros utilizados 

para avaliar a qualidade dos modelos criados foram: a) a sensibilidade que é a razão 

entre as amostras classificadas corretamente pelas amostras constituídas na classe; 

b) a especificidade que representa a razão entre as amostras que não pertencem à 

classe classificada corretamente pelas amostras que não pertencem a classe; c) 

classificação dos erros é a razão entre as amostras classificadas erroneamente 

pelas amostras classificadas corretamente; d) RMSEC (Root Mean Square Error of 

Calibration) e RMSECV (Root Mean Square Error of Cross-Validation) representa o 

ajuste do modelo em relação aos dados de calibração e validação; e) bias e CV bias 

(Cross Validation) representa o erro sistemático calculado no modelo; f) R2 e CV R2 

que é o coeficiente de correlações linear. 

3.7 Análises Quantitativas 

A quantificação dos metabólitos presentes no suco de laranja foi realizada 

via software TopSpinTM versão 3.1 pl 3, utilizando a ferramenta chamada Eretic II. O 

método se baseia na proporcionalidade entre as massas, a intensidade absoluta e o 

número de núcleos de hidrogênio presente em cada sinal. 

A correlação é feita entre a integral do sinal de interesse com o número 

de hidrogênios presentes na amostra de referência cuja concentração é conhecida 

em um espectro de RMN de 1H. Cabe ressaltar que, os espectros de RMN de 1H da 

amostra de referência e as amostras de suco de laranja foram adquiridos sob as 

mesmas condições experimentais para a realização da quantificação. 

A amostra utilizada como referência na quantificação dos metabólitos 

presentes no suco de laranja é composta por 20,0 mM de ácido gálico e 60,0 mM de 

ácido málico dissolvidos em água destilada. Após o preparo da solução de 

referência, uma alíquota contendo 90% da amostra de referência foi misturada com 

10% de solução ácida para ajuste de pH (descrita no item 3.2) e transferidos 600 uL 

para tubo de RMN de 5 mm. Para garantir a estabilidade da amostra, o tubo de RMN 

foi selado imediatamente após a adição da amostra. 
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Assim, a amostra de referência é composta por três sinais no espectro de 

RMN de 1H, um deles na região de 7,16 ppm referente ao sinal do ácido gálico, e os 

outros dois em 4,59 ppm e 2,89 ppm referentes ao ácido málico. O sinal do ácido 

gálico foi utilizado para quantificar as amostras com sinais mais intensos no espectro 

e RMN de 1H, tais como os açúcares (sacarose, frutose, glicose) e etanol, enquanto 

que os sinais do ácido málico foram utilizados para quantificar os sinais menos 

intentos, por exemplo, aminoácidos (prolina, arginina, leucina, etc.) e ácidos 

orgânicos (cítrico, ascórbico, succínico e málico). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Aquisição dos dados de RMN  

A construção de modelos quimiométricos a partir de dados multivariados 

obtidos pelas técnicas de ressonância magnética nuclear de alto e baixo campo, 

espectrometria de massas, infravermelho, cromatografia, requer qualidade mínima 

para a construção de modelos confiáveis e robustos. 

Os dados de RMN de 1H obtidos para a construção dos modelos 

apresentados neste trabalho foram adquiridos de acordo com o procedimento 

experimental do “FoodScreener SGF-Juice ProfilingTM”, desenvolvido pela empresa 

Bruker e a SGF (Sure Global Fair) para análise de sucos de frutas por RMN no 

mercado europeu.  

No procedimento experimental deste trabalho foram utilizadas três 

amostras para verificar o bom funcionamento do equipamento de RMN: 1) 

TEMPCAL – para verificação e calibração da temperatura experimental; 2) WATER 

SUPRESSION – para verificação do perfil do gradiente de campo, pulso de 90º, 

supressão do sinal do solvente (água), largura de linha e resolução espectral; 3) 

QUANTREF – para verificação das concentrações de ácido gálico e málico da 

amostra de referência. 

A amostra TEMPCAL foi utilizada para garantir que os experimentos 

fossem adquiridos na mesma temperatura, onde a faixa definida no procedimento do 

FoodScreener SGF-Juice ProfilingTM é de 300K com variação de ± 0,1K.  

O gráfico da  

Figura 9 mostra a calibração da temperatura com a amostra TEMPCAL 

entre o período de 2013 a 2015. No gráfico da podemos observar que a temperatura 

experimental manteve-se dentro do intervalo definido pelo protocolo da SGF de ± 

0,1K, sendo que nos meses 03, 04 e 11 de 2014, e o mês 01 de 2015 próximos dos 

limites, porém dentro da faixa de valores estabelecidos como aceitáveis. A 

calibração da temperatura é um parâmetro extremamente importante na obtenção 

de dados em RMN, pois este parâmetro influência diretamente na variação do 

deslocamento dos metabólitos presentes no suco de laranja. Com isso, o seu 

monitoramento assegura que possíveis variações nos deslocamentos químicos dos 

metabolitos contidos nas amostras, sejam características da própria amostra ou 
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podendo ser variações provenientes de outras fontes, tais como: variação do pH, 

concentração ou solvente. 

 

Figura 9: Gráfico da calibração da temperatura experimental entre o período de 

2013 a 2015 para o equipamento de RMN com a amostra TEMPCAL. 

Após a calibração da temperatura experimental, a verificação do perfil do 

gradiente de campo, pulso de 90º, supressão do sinal do solvente (água), largura de 

linha e resolução espectral foram realizados com a amostra WATER SUPRESSION. 

A verificação desses cinco parâmetros é fundamental para avaliar o bom 

funcionamento da sequência de pulsos, a homogeneidade de campo, bem como a 

relação sinal/ruído dos dados adquiridos.  

A verificação do gradiente de campo (Figura 10), o pulso de 90º (Figura 

11) e a supressão do sinal do solvente (Figura 12) permite avaliar se todos os 

componentes contidos na sequência de pulsos estão funcionando de maneira 

eficiente. Nesse trabalho, utilizamos a sequência de pulsos (noesygppr1d) com 

efeito de n.O.e. (nuclear Overhausere effect) e pulsos de gradiente de campo para a 

presaturação do sinal do solvente durante o tempo de mistura nos experimentos de 

RMN de 1H. Os três parametros citados anteriormente não possuem uma faixa limite 

estabelecida pelo protocolo da SGF. Entretanto, o monitoramento desses 

parâmetros tornar-se bastante importante para verificar o bom funcionamento da 

sequência de pulsos e qualidade dos dados que serão adquiridos. 
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Desse modo foi possível observar que o valor médio calculado para a 

integral da área do sinal do gradiente de campo, correspondente a faixa de 

irradiação de 20,0 a 0,0 ppm do núcleo de 1H apresentou um valor de área absoluta 

de 626063, com desvio padrão em relação a média de 14499, tendo valores máximo 

e mínimo de 652574 e 596584, respectivamente. 

  

Figura 10: Gráfico para verificação do funcionamento do gradiente de campo entre 

fevereiro/2013 e maio/2015 para o equipamento de RMN com a amostra Water 

Supression. 

O monitoramento do pulso de 90º para presaturação do sinal do solvente 

(água), na amostra Water Supression contento 2 mM de sacarose apresentou valor 

médio de 8,62 us, com desvio padrão em relação média de 0,13 us, tendo valores 

máximo e mínimo de 8,85 us e 8,34 us, respectivamente, conforme apresentado na 

Figura 11. A partir do pulso de 90º, o monitoramento da frequência irradiação para a 

presaturação do sinal do solvente (o1) apresentou valor médio de 1880,72 Hz, 

desvio padrão em relação à média de 0,35 Hz, valor máximo de 1881,29 Hz e 

mínimo de 1879,55 Hz (Figura 12). 
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Figura 11: Gráfico para verificação do pulso de 90° entre fevereiro/2013 e 

setembro/2014 para o equipamento de RMN com a amostra Water Supression. 

  

Figura 12: Gráfico para verificação da supressão do sinal do solvente (água) entre 

outubro/2013 e maio/2015 para o equipamento de RMN com a amostra Water 

Supression. 
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Figura 13: Gráfico para verificação da largura de linha espectral através da meia 

altura do sinal do TMSP-d4 em 0,00 ppm no espectro de RMN de 1H entre maio/2013 

e setembro/2014 para o equipamento de RMN com a amostra Water Supression. 

Ao contrário da verificação do gradiente de campo, do pulso de 90º e a 

supressão do sinal do solvente, o monitoramento da qualidade do sinal do TMSP-d4 

em 0,0 ppm apresenta valor máximo aceitável de 0,70 Hz na meia altura do sinal. A 

qualidade e simetria do sinal do TMSP-d4, usado também como referência interna 

para calibração do espectro de RMN de 1H, tem como consequência assegurar a 

qualidade na resolução dos demais sinais no espectro. Tal sucesso é possível ser 

alcançado a partir da boa homogeneidade de campo e do bom ajuste dos três 

parâmetros citados anteriormente.  

Como pode ser observado na Figura 13 os valores obtidos para meia 

altura do sinal do TMSP-d4 ficaram abaixo de 0,70 Hz, com valor máximo de 0,69Hz 

e mínimo de 0,47 Hz, indicando estarem dentro dos valores definidos no protocolo 

de análises.  
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Figura 14: Gráfico para verificação da qualidade espectral através da relação 

sinal/ruído no espectro de RMN de 1H após o ajuste da presaturação do sinal do 

solvente (água) entre outubro /2013 e setembro/2014. 

Assim como o sinal do TMSP-d4 indica um bom ajuste na qualidade da 

presaturação do sinal do solvente, é importante avaliar a qualidade espectral como 

um todo a partir da relação sinal/ruído na amostra Water Supression.  

A resolução espectral também apresenta um valor mínimo aceitável de 

160 para o espectro de RMN de 1H após a presaturação do sinal do solvente (água). 

O valor máximo obtido foi de 182,7 e o mínimo de 164,6, os quais mostraram que os 

dados foram adquiridos com qualidade exigida no protocolo experimental. 

Por fim, após verificar das condições mínimas exigidas no protocolo 

experimental para obter dados de boa qualidade, a última etapa é realizada com a 

verificação da amostra QUANTREF.  

Nesta etapa são verificadas as concentrações dos ácidos málico e gálico, 

usados como referências na quantificação por ERETIC II dos metabólitos presentes 

no suco de laranja, cujos valores são 60 mM e 20 mM, respectivamente. 

As concentrações são determinadas a partir da verificação dos valores 

absolutos das integrais de cada sinal. No caso do ácido málico, a área da integral é 

determinada na faixa de 4,64 - 4,55 ppm (sinal 2) da Figura 15b, e o ácido gálico na 
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faixa de 7,22 - 7,11 ppm (sinal 1) da Figura 16b. Com isso, basta determinar as 

concentrações usando os modelos lineares: y = 796289x + 1691868 para o ácido 

málico e y = 2074229x – 1721978 para ácido gálico. Os modelos univariados criados 

apresentaram excelentes coeficientes de correlação linear (R2), sendo 

respectivamente 0,9994 e 0,9979 para os ácidos málico e gálico. 

Com base nos dois modelos criados é possível obter a concentração 

média para os dois ácidos. A concentração média do ácido málico foi 60,1 mM, com 

desvio padrão de 0,8 mM, valor máximo de 61,5 mM e mínimo de 58,6 mM entre 

abril/2014 e janeiro/2015 conforme a Figura 15a. Para o ácido gálico, a 

concentração média foi 20,5 mM, desvio padrão de 0,7 mM, valor máximo de 20,7 

mM e mínimo de 20,0 mM (Figura 16a). 
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Figura 15: (a) Gráfico para verificação da concentração do ácido málico na amostra 

QUANTREF através dos sinais em 4,59 ppm (dd) e 2,89 ppm (dd) no espectro de 

RMN de 1H entre abril/2014 e janeiro/2015. (b) Visão geral do espectro de RMN de 

1H da amostra QUANTREF contendo 20 mM de ácido gálico e 60 mM de ácido 

málico em H2O, com expansão dos sinais 2 e 3 referentes ao ácido málico. 
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Figura 16: (a) Gráfico para verificação da concentração do ácido gálico na amostra 

QUANTREF através do sinal em 7,16 ppm (s) no espectro de RMN de 1H entre 

abril/2014 e janeiro/2015. (b) Visão geral do espectro de RMN de 1H da amostra 

QUANTREF contendo 20 mM de ácido gálico e 60 mM de ácido málico em H2O, 

com expansão do sinal 1 referente ao ácido gálico. 
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4.2 Caracterização dos metabólitos presentes no suco de laranja natural 

Espectros típicos de RMN de 1H para as amostras de suco de laranja 

fresco das variedades de laranjas hamlin e pera (precoces) e laranjas natal e 

valência (tardias) são apresentados na Figura 17. Também são apresentados nas 

Figura 18 e Figura 19, a visão expandida das regiões de 10,0 a 6,0 ppm e 2,7 a 0,5 

ppm, respectivamente para essas amostras. 

 

Figura 17: Visão geral para os espectros de RMN de 1H das amostras de suco de 

laranja natural das variedades hamlin (a), pera (b), natal (c) e valência (d) na região 

de 9,0 a 0,0 ppm. 
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Figura 18: Visão expandida em 256 vezes para os espectros de RMN de 1H das 

amostras de suco de laranja natural das variedades hamlin (a), pera (b), natal (c) e 

valência (d) na região de 10,0 a 6,0 ppm. 
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Figura 19: Visão expandida em 64 vezes para os espectros de RMN de 1H das 

amostras de suco de laranja natural das variedades hamlin (a), pera (b), natal (c) e 

valência (d) na região de 2,7 a 0,5 ppm. 
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A caracterização dos metabólitos presentes no suco de laranja natural 

foram realizadas através dos experimentos de 1H (Figura 20), mapas de correlações 

homonucleares via experimento de COSY (Figura 21), correlações heteronucleares 

diretas e a longas distâncias via acoplamento escalar (acima de uma ligação 

química), via experimentos de HSQC (Figura 22) e HMBC (Figura 23), 

respectivamente. 
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Figura 20: Caracterização dos metabólitos encontrados no suco de laranja natural 

da variedade valência via RMN de 1H nas faixas de 2.9 a 0.5 ppm (a), 6.0 a 3.0 ppm 

(b) e 9.0 a 6.0 ppm (c), de acordo com a Tabela 3. 
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Figura 21: Visão geral do mapa de correlação homonuclear 1H-1H (COSY) de uma 

amostra de suco de laranja natural da variedade natal. 

 

 

Figura 22: Visão geral do mapa de correlação heteronuclear direta 1H-13C (HSQC) 

de uma amostra de suco de laranja natural da variedade natal.  
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Figura 23: Visão geral do mapa de correlação heteronuclear a longas distâncias 1H-

13C (HMBC) de uma amostra de suco de laranja natural da variedade natal.  

Além dos experimentos realizados, foram feitas análises de “sugestões” 

no software AMIXTM versão 3.9.7, através da base de dados de referência 

BBIOREFCODE para alimentos da Bruker, contento 300 metabólitos em várias 

faixas de pH disponibilizado no laboratório de RMN da UFSCar2. Para garantir maior 

segurança na caracterização dos metabólitos encontrados no suco de laranja 

natural, também foram utilizadas comparações com os dados publicados na 

literatura científica1.  

Dessa maneira foram caracterizados 23 metabólitos presentes no suco de 

laranja fresco, os quais estão ilustrados e apresentados detalhadamente na Tabela 

3, cujas estruturas químicas são apresentadas na Figura 24. 
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Tabela 3: Metabólitos caracterizados nas amostras de suco de laranja natural. 

  Metabólitos 
Deslocamento 

químico (ppm) 
Multiplicidade J (Hz) Atribuição 

1 valina 
0.98 d 7.0 CH3 

1.03 d 7.0 CH3 

2 etanol 
1.17 t 7.2 CH3 

3.65 q 7.2 CH2 

3 treonina 1.32 d  6.85 CH3 

4 ácido lático 1.39 d 7.00 CH3 

5 alanina 1.48 d 7.7 CH3 

6 prolina 1.94-2.10 m -- CH2 

7 arginina 
1,59-1,80 m -- CH2 

1.87-1.98 m -- CH2 

8 

ácido γ-

aminobutírico 

(GABA) 

1.94 m -- CH2 

2.50 t 7.5 CH2 

3.00-3.08 m -- CH2 

9 ácido acético 2,07 s -- CH3 

10 
ácido 

succínico 
2.65 s -- 

CH2 

11 ácido málico 

2.78 dd 7.5;17.2 CH2 

2.89 dd 4.5;17.2 CH2 

4.52 dd 4.5;7.5 CH 

12 ácido cítrico 
2.80 d 15.9 CH2 

2.95 d 15.9 CH2 

13 
dimetilprolina 

(DMP) 

3.09 s -- CH3 

3.29 s -- CH3 

14 
ácido 

ascórbico 
4.93 d 1.8 

CH 

15 frutose 4.09-4.11 m -- CH 

16 β-glicose 4.63 d 7.9 CH 

17 sacarose 

4.04 t 8.7;8.7 CH 

4.20 d 8.7 CH 

5.40 d 3.9 CH 

18 α-glicose 5.22 d 3.8 CH 

19 ácido fumárico 6.74 s -- CH 

20 ácido fórmico 8.20 s -- CH 

21 fenilalanina 
7.29-7.34 m -- CH 

7,39-7,45 m -- CH 

22 tirosina 
6,86-6,91 m -- CH 

7,16-7,20 m -- CH 

23 florina 
6,15 m -- CH 

6,21 m -- CH 

s-sinpleto, d-dupleto, dd-duplo dupleto, t-tripleto, q-quarteto, m-mutipleto. 
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Figura 24: Estrutura química dos metabólitos caracterizados nas amostras de suco 

de laranja natural. 

  

20-Ácido Fórmico 21-Fenilalanina 22-Tirosina

23-Florina

17-Sacarose 19-Ácido Fumárico18-α-glicose

HO

O

OH

O

1

2

3

4

H OH

O

1 NH2

OH

O

HO

4

5

6

7

8

9

3

2
1

NH2

OH

O

4

5

6

7

8

9

3

2
1

O

OH

OH

HO

HO O

O

HO
OH

OH

OH

1

2
3

4

5

6

1'

2'

3'

4'
5'

6'

O OH

OH

OH

HO

HO
1

2
3

4

5

6

O

O

HO

OH

OH

OH

HO

HO

1
2

3

4
5

6

1'

2'3'

4'

5' 6'



40 
 

4.3 Modelos e análises quimiométricas para avaliação da regionalidade e 

sazonalidade das amostras de suco de laranja natural 

4.3.1 Avaliação da regionalidade e sazonalidade em suco de laranja fresco por 

PCA 

Para avaliar os efeitos da sazonalidade e regionalidade nas amostras de 

suco de laranja fresco, as variedades de laranja hamlin, pera, natal e valência foram 

estudadas separadamente em cada região na safra de 2014, enquanto que a safra 

de 2013 foram avaliados apenas os efeitos da regionalidade para cada variedade. 

Para tais observações, utilizamos o método de análise quimiométrica não 

supervisionada, ou seja, análises por componentes principais (PCA). 

As análises por componentes principais permitem avaliar e visualizar 

possíveis variações contidas nos grupos de amostras, sendo elas por agrupamentos 

de amostras ou através das dispersões ao longo das componentes principais (PC’s). 

Com intuito de avaliar as variações nas amostras através dos principais metabólitos, 

optou-se em trabalhar com os dados centrados na média, o qual dá maior peso para 

as variáveis desses metabólitos. 

Durante o monitoramento da safra de 2013, foram avaliadas apenas as 

variedades tardias: natal (75 amostras) e valência (75 amostras), onde não houve 

divisão de coleta de amostras ao longo da safra, ao contrário da safra de 2014 onde 

houve divisões em início, meio e fim dependendo da variedade estudada. Portanto, 

o efeito da sazonalidade foi observado através do comparativo nas três diferentes 

regiões para a mesma variedade, tendo um total de 25 amostras por região de cada 

variedade estudada na safra de 2013. 

A análise por PCA apresentada na Figura 25 para a variedade de suco de 

laranja natal foi realizada utilizando a região espectral de 10,00 a 0,65 ppm, com 

bucket tables de largura de 0,04 ppm e remoção do sinal residual da água de 4,90 

ppm a 4,70 ppm. Conforme pode ser observado na parte (a) da figura, existe uma 

forte tendência nas amostras se agruparem de acordo com a região de coleta, onde 

é possível enxergar de maneira clara a formação de 3 grupos. Entretanto, as 

amostras da região 1 (cor verde) apresentam-se mais dispersas ao longo dos 

valores positivos da PC1 e PC3, quando comparadas com as amostras da região 2 

(cor vermelha) e 3 (cor azul). As amostras da região 3 foram aquelas que 

apresentaram menores dispersões, estando fortemente agrupadas nos valores 
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negativos da PC1. Já as amostras da região 2 apresentaram-se dispersão 

intermediária ao longo dos valores negativos da PC3, quando comparadas com as 

amostras da região 1 e 3. A soma dos valores obtidos para as 3 primeiras PC’s [PC1 

(91,0%), PC2 (8,0%) e PC3 (0,5%)] apresentou explicação de 99,5% do total da 

variância do banco de dados. 

 

Figura 25: (a) Gráfico de escores da PC1 (91,0%) x PC3 (0,5%) para amostras de 

suco de laranja natal da safra 2013 nas regiões 1, 2 e 3, bem como os gráficos de 

pesos (b) das PC’s 1, 2 e 3 destacando as variáveis de maior importância na análise 

da PCA. As setas indicadas na figura (b) correspondem aos metabólitos: 1 – 

sacarose, 2 – α- glicose, 3 – β-glicose, 4 – ácido cítrico e 5 – etanol. 

De acordo com o gráfico de pesos, figura (b), as variáveis que tiveram 

maiores contribuições para os agrupamentos e dispersões observadas são aquelas 

referentes aos sinais dos metabólitos: sacarose (4,20 ppm), α- glicose (5,22 ppm), β-

glicose (4,63 ppm), ácido cítrico (2,80 ppm e 2,95 ppm) e etanol (1,17 ppm). 

De maneira oposta, as amostras de suco de laranja valência 

apresentaram-se mais dispersas ao longo da safra de 2013, quando comparadas 

com as amostras de suco de laranja natal. Considerando que as análises de PCA 

foram feitas no mesmo intervalo espectral, largura de bucket tables e remoção do 

sinal residual da água. 
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Na análise do gráfico de escores da Figura 26 (a), observa-se a formação 

de subgrupos para as 3 regiões estudadas ao longo da PC1 e PC2. As amostras da 

região 1 (cor verde) foram aquelas que apresentaram maior dispersão dos dados ao 

longo dos valores positivos e negativos da PC1, quando comparadas com as 

amostras da regiões 2 (cor vermelha) e 3 (cor azul). Quando comparadas com as 

amostras de suco laranja natal da região 1 (Figura 25 a), ambas variedades tiveram 

maiores dispersões para essa região, a qual indica ser a região de maior variação 

durante a safra de 2013. As amostras da região 2 foram aquelas que tiveram menor 

dispersão dos dados nos dois subgrupos observados, tendo amostras extremamente 

agrupadas em um dos subgrupos nos valores negativos da PC1 e PC2. Entretanto, 

as amostras da região 3 apresentaram a formação de um subgrupo nos valores 

negativos da PC2 e outro subgrupo nos valores centrais da PC1 e PC2. 

 

Figura 26: (a) Gráfico de escores da PC1 (91,0%) x PC2 (7,0%) para amostras de 

suco de laranja valência da safra 2013 nas regiões 1, 2 e 3, bem como os gráficos 

de pesos (b) das PC’s 1, 2 e 3 destacando as variáveis de maior importância na 

análise da PCA. As setas indicadas na figura (b) correspondem aos metabólitos: 1 – 

sacarose, 2 – α- glicose, 3 – β-glicose, 4 – ácido málico, 5 – ácido cítrico e 6 – 

etanol. 
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Mesmo com a formação de subgrupos ao longo da safra, ainda é possível 

discriminar as amostras em função da região estudada. A soma dos valores obtidos 

para a variância explicada do banco de dados foi de 98,0 % para as 2 primeiras PC’s 

[PC1 (91,0%) e PC3 (7,0%)]. Na análise do gráfico de pesos da Figura 26 (b), os 

principais metabólitos responsáveis pelas dispersões e agrupamentos observados 

nas amostras de suco de laranja valência foram: sacarose (4,20 ppm), α- glicose 

(5,22 ppm), β-glicose (4,63 ppm), ácido cítrico (2,80 ppm e 2,95 ppm), ácido málico 

(4,52 ppm) e etanol (1,17 ppm). 

Os resultados observados nas análises de PCA da safra de 2013 

mostraram dispersão considerável dos dados ao longo das PC’s, indicando serem 

características provenientes da sazonalidade de cada variedade estudada. Assim, o 

monitoramento da safra de 2014 foi dividido em períodos de coleta de amostras ao 

longo da safra. As amostras de suco laranja das variedades precoces: hamlin e pera 

foram dividas em início e fim da safra, enquanto que as variedades tardias: natal e 

valência foram divididas em início, meio e fim de safra. As divisões apresentadas 

para cada variedade estão relacionadas à produção de suco de laranja durante a 

safra, e não exatamente ao período em que a safra teve início ou fim. 

Em geral, a duração da safra de suco de laranja precoce corresponde ao 

período de aproximadamente de 15 a 30 dias, enquanto que as variedades tardias 

em torno de 2 a 3 meses. A Figura 27 mostra os pontos de quanto foram coletadas 

as amostras de suco fresco para a safra de 2014 para as variedades tardias e 

precoces nas 3 regiões estudadas. 

 

Figura 27: Período de coleta das amostras de suco de laranja fresco durante a safra 

de 2014 para as variedades de laranja hamlin, pera, natal e valência. 
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Assim, o monitoramento dos efeitos da sazonalidade e regionalidade para 

a safra de 2014 totalizou aproximadamente 750 amostras analisadas. Em que, 300 

amostras são correspondentes às variedades precoces e 450 amostras para as 

variedades tardias, onde foram coletadas 25 amostras em cada período da safra 

para cada variedade estudada. 

A realização das análises de PCA foram feitas na região espectral de 

10,00 a 0,65 ppm, com a remoção do sinal residual da água de 4,90 ppm a 4,70 

ppm, utilizando cada ponto da região como um bucket table (take one point as 

bucket). Esse procedimento experimental para as analises de PCA com as amostras 

da safra de 2014, foram aqueles que demonstraram resultados mais satisfatórios 

quando comparados com o método adotado com as amostras da safra de 2013. 

Na Figura 28 são mostrados os gráficos de escores para as análises de 

PCA das amostras de suco de laranja das variedades precoces: hamlin (a) e pera 

(d) na região 1. Podemos observar que as amostras do suco de laranja hamlin 

apresentaram tendências na formação de dois grupos, o primeiro (cor preta) 

referente às amostras coletadas no início da safra nos valores negativos da PC1, e o 

segundo (cor vermelha) relacionado às amostras coletadas no fim da safra nos 

valores positivos da PC1. Ambos os grupos tiveram um subgrupo de amostras do 

início da safra se agrupando com as amostras do fim da safra, e um subgrupo do fim 

se agrupando com as amostras do início da safra. Esses agrupamentos observados 

nas análises da PCA podem ser um indicativo de transição do período da safra ou 

apenas características relacionadas ao ponto de coleta das amostras. Já as 

amostras de suco de laranja pera (Figura 28 d) apresentaram tendência clara na 

separação dos grupos do início (cor preta) e fim (cor vermelha) da safra. Em que as 

amostras do início estão agrupadas nos valores positivos da PC1 e negativos da 

PC2, enquanto que as amostras do fim encontram-se agrupadas nos valores 

negativos da PC1 e positivos da PC2. A soma dos valores obtidos para a variância 

explicada do banco de dados das amostras de suco de laranja hamlin foi de 84,10 % 

para as 2 primeiras PC’s [PC1 (65,38%) e PC2 (18,72%)], e para as amostras de 

suco de laranja pera de 83,94 % para as 3 primeiras PC’s [PC1 (55,66%), PC2 

(16,70%) e PC3 (11,58%)]. 

Através dos gráficos de pesos da Figura 28 para as variedades hamlin (b 

e c) e pera (e e f) na região 1, podemos dizer que as variáveis referentes aos sinais 

dos metabólitos: sacarose (4,20 ppm), α- glicose (5,22 ppm), β-glicose (4,63 ppm), 
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frutose (4,11 – 4,09 ppm) , ácido cítrico (2,80 ppm e 2,95 ppm), ácido málico (4,52 

ppm), ácido succínico (2,65 ppm), prolina (2,10 – 1,94 ppm), treonina (1,32 ppm) e 

etanol (1,17 ppm) foram aqueles que tiveram maiores influência nas separações dos 

grupos, levando em consideração que os dados foram centrados na média para as 

análises por PCA. 

 

Figura 28: Gráfico de escores da PC1 (65,38%) x PC2 (18,72%) e PC2 (16,70%) x 

PC3 (11,58%) para amostras de suco de laranja hamlin (a) e pera (d) na safra de 

2014 região 1, respectivamente. Gráficos de pesos das PC’s 1 e 2 (b e c) e PC’s 2 e 

3 (e e f) para as amostras de suco e laranja hamlin e pera, respectivamente. 

As amostras de suco de laranja precoce da região 2 apresentaram uma 

diferenciação clara entre os períodos do início e fim da safra de 2014. De acordo 

com os gráficos de escores da Figura 29 (a) e (d), as amostras do início da safra 

(cor preta) das variedades hamlin e pera apresentaram a formação de grupos de 

amostras ao longo dos valores positivos da PC1 e PC2, enquanto que as amostras 
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do fim da safra tiveram seus grupos formados ao longo dos valores negativos da 

PC1 e PC2, respectivamente para as variedades hamlin e pera. O mesmo 

comportamento observado na região 1 foi observado na região 2, onde um grupo de 

amostras do início da safra se agrupa com as amostras do fim, e vice-versa, o qual 

indica ser um período de transição da safra ou características dos locais onde esses 

grupos de amostras foram coletados. 

 

Figura 29: Gráfico de escores da PC1 (41,02%) x PC2 (20,57%) e PC1 (51,29) x 

PC2 (17,14%) para amostras de suco de laranja hamlin (a) e pera (d) na safra de 

2014 região 2, respectivamente. A soma dos valores obtidos para a variância 

explicada foi de 61,59% e 68,43% para as 2 primeiras PC’s dos sucos das laranjas 

hamlin e pera, respectivamente. Gráficos de pesos das PC’s 1 e 2 das amostras de 

suco de laranja hamlin (b e c) e pera (e e f). 
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utilizado foram a sacarose (4,20 ppm), α- glicose (5,22 ppm), β-glicose (4,63 ppm), 

frutose (4,11 – 4,09 ppm) , ácido cítrico (2,80 ppm e 2,95 ppm e o etanol (1,17 ppm). 

O suco das laranjas precoces da região 3 apresentaram os períodos da 

safra mais bem definidos para a variedade pera (d) que as amostras de suco de 

laranja hamlin (a), conforme são mostrados no gráfico de escores da Figura 30. As 

amostras do início da safra (cor preta) da variedade hamlin apresentaram mais 

dispersas ao longo dos valores positivos e negativos da PC1 e PC2, enquanto que 

as amostras do fim da safra (cor vermelha) encontraram em sua maioria nos valores 

positivos da PC1, com exceção a um grupo de amostra que se encontra nos valores 

negativos da PC1. Apesar da dispersão das amostras ao longo da PC1 e PC2, é 

possível observar uma tendência em separar as amostras do início e do fim da safra 

ao longo das PC’s. Ao contrário das amostras de suco de laranja hamlin, as 

amostras de suco de laranja pera tiveram os períodos da safra bem definidos ao 

longo da PC1 e PC2. Onde amostras do início da safra (cor preta) encontram-se nos 

valores negativos da PC1, e amostras do fim da safra (cor vermelha) encontra-se 

nos valores positivos da PC1. 

A soma dos valores obtidos para a variância explicada do banco de dados 

das amostras de suco de laranja hamlin foi de apenas 39,74% para as 2 primeiras 

PC’s [PC1 (21,22%) e PC2 (18,52%)], e para as amostras de suco de laranja pera 

de 67,52 % [PC1 (54,52%), PC2 (13,00%)]. De acordo com os gráficos de pesos da 

Figura 30 (b), (c), (e) e (f) as variáveis referentes à sacarose (4,20 ppm), α- glicose 

(5,22 ppm), β-glicose (4,63 ppm), frutose (4,11 – 4,09 ppm) , ácido cítrico (2,80 ppm 

e 2,95 ppm e o etanol (1,17 ppm) foram aquelas que mais contribuíram para as 

informações alcançadas nas análises de PCA. 
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Figura 30: Gráfico de escores da PC1 (21,22%) x PC2 (18,52%) e PC1 (54,52) x 

PC2 (13,00%) para amostras de suco de laranja hamlin (a) e pera (d) na safra de 

2014 região 3, respectivamente. Gráficos de pesos das PC’s 1 e 2 das amostras de 

suco de laranja hamlin (b e c) e pera (e e f). 
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exceção para as amostras da região 2, onde os melhores resultados obtidos foram 

para a faixa espectral de 10,0 - 5,50 ppm. As amostras do ínicio, meio e fim da safra 
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2 e 3.  
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PC1, enquanto que as amostras do meio e fim da safra encontram-se mais 

agrupadas nos valores positivos da PC1. Contudo, as amostras referentes ao meio 

da safra apresentam mais centralizadas na PC1 e PC2, e as amostras do fim da 

safra tendem a se dispersarem ao longo dos valores positivos da PC1. Ao contrário 

das amostras de suco de laranja pera, as amostras da laranja valência apresentam-

se menos dispersas ao longo da PC1 e PC2, principalmente para as amostras do 

início e meio da safra que se encontram bem agrupadas no centro das PC’s. 

Diferentemente, as amostras do fim da safra apresentam-se mais dispersas ao longo 

dos valores negativos da PC1, indicando maior variação dos metabólitos durante 

este período da safra. 

 

Figura 31: Gráfico de escores da PC1 (71,29%) x PC2 (9,84%) e PC1 (43,74) x PC2 

(26,43%) para amostras de suco de laranja natal (a) e valência (d) na safra de 2014 

região 1, respectivamente. Gráficos de pesos das PC’s 1 e 2 das amostras de suco 

de laranja hamlin (b e c) e pera (e e f). 
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Logo, pode-se dizer que as amostras de suco de laranja da variedade 

natal do meio e fim da safra são muito semelhantes durante estes períodos da safra, 

enquanto que as amostras do fim apresentam diferentes dos outros dois, com maior 

variação dos seus metabólitos. Do mesmo modo, as amostras de suco de laranja 

valência do início e fim da safra apresentam-se muito semelhantes e com poucas 

variações dos seus metabólitos, enquanto que para as amostras do fim ocorre uma 

variação maior dos metabólitos. 

De acordo com os gráficos de pesos da Figura 31 (b), (c), (e) e (f) as 

variáveis referentes à sacarose (4,20 ppm), α- glicose (5,22 ppm), β-glicose (4,63 

ppm), frutose (4,11 – 4,09 ppm) , ácido cítrico (2,80 ppm e 2,95 ppm), GABA (1,94 

ppm e 2,50 ppm), prolina (1,94 – 2,10 ppm), arginina (1,59 – 1,80 ppm e 1,87 – 1,98 

ppm), alanina (1,48 ppm) e o etanol (1,17 ppm) foram aquelas que mais tiveram 

influência nas separações e tendências observadas nas análises de PCA. A soma 

dos valores obtidos para a variância explicada do banco de dados das amostras de 

suco de laranja natal foi de 81,13% e 70,17% para as amostras de suco de laranja 

valência para as 2 primeiras PC’s. 

Na região 2, as amostras de suco de laranja natal e valência 

apresentaram muito dispersas ao longo das PC1, PC2 e PC3. A Figura 32(a) mostra 

as amostras de suco de laranja natal do início da safra menos dispersas que as 

amostras do meio e fim nos valores positivos da PC2. As amostras do meio da safra 

encontram-se nos valores negativos da PC1, com exceção de um grupo de 

amostras que se encontram nos valores positivos da PC1. As mostras do fim da 

safra também se encontram nos valores negativos da PC1, contudo dois grupos de 

amostras estão nos valores positivos da PC1, com alta correlação com as amostras 

do início da safra.  

O comportamento das amostras de suco de laranja valência na região 2, 

conforme o gráfico de escores da Figura 32 (d) mostram a formação dos grupos do 

início, meio e fim da safra mais bem definidos que as amostras da variedade natal. 

As amostras do ínicio e meio da safra tendem a ficar nos valores negativos da PC1, 

com exceção ao um grupo de amostras que se encontra nos valores mais positivo 

da PC1, demonstrando ser um grupo de amostra diferente das demais amostras. 

Apesar de estarem correlacionadas nos valores negativos da PC1 com as amostra 

do início da safra, a maioria das amostras do meio tendem a ficarem nos valores 

positivos da PC2, com um grupo de amostras do início altamente correlacionado 
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com essas amostras. Menos dispersas que as amostras do início e meio da safra, as 

amostras do fim encontram-se bem agrupadas nos valores positivos da PC1, 

indicando pouca variação dos metabólitos neste período da safra. 

A soma dos valores obtidos para a variância explicada do banco de dados 

das amostras de suco de laranja natal foi de 82,25% para as 2 primeiras PC’s [PC1 

(75,44%) e PC2 (6,81%)], e para as amostras de suco de laranja valência de 73,57% 

para as 3 primeiras PC’s [PC1 (39,77%), PC2 (22,95%) e PC3 (10,85%)]. 

 

Figura 32: Gráfico de escores da PC1 (75,44%) x PC2 (6,81%) e PC2 (22,95%) x 

PC3 (10,85%) para amostras de suco de laranja natal (a) e valência (d) na safra de 

2014 região 2, respectivamente. Gráficos de pesos das PC’s 1, 2 e 3 das amostras 

de suco de laranja natal (b e c) e valência (e e f). 
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aos metabólitos: ácido fórmico (8,20 ppm), fenilalanina (7,29 – 7,34 ppm e 7,39 – 

7,45 ppm), tirosina (6,86 – 6,91 ppm e 7,16 – 7,20 ppm), florina (6,15 ppm e 6,21 

ppm), sacarose (5,40 ppm e 4,20 ppm), α- glicose (5,22 ppm), β-glicose (4,63 ppm), 

ácido cítrico (2,80 ppm e 2,95 ppm), alanina (1,48 ppm), treonina (1,32 ppm) e o 

etanol (1,17 ppm), além dos metabólitos não identificados em 9,20 ppm, 7,35 ppm e 

6,65 ppm. 

As amostra da região 3 apresentaram claramente uma variação dos seus 

metabólitos durante o ínicio da safra, quando comparadas com as amostras do meio 

e fim da safra das variedades natal e valência, conforme apresentado no gráfico de 

escores da Figura 33 (a) e (d). As amostras do início da safra encontram-se nos 

valores negativo da PC1 para ambas as variedades, apesar de algumas amostras 

da variedade valência terem mostrado uma forte correlação com as amostras do 

meio da safra. As amostras do meio e fim da safra da variedade natal possuem uma 

forte correlação ao longo dos valores positivos das PC1, tendo as amostras do fim 

mais dispersas nos valores negativos da PC2. Já as amostras do meio e fim da safra 

da variedade valência tiveram a formação de dois grupos, onde as amostras do meio 

da safra concentraram nos valores negativos da PC2, enquanto que as amostras do 

fim da safra nos valores positivos da PC2. Assim, podemos dizer que as amostras 

ao longo da safra da variedade valência apresentaram variação clara dos seus 

metabolitos durante os três períodos de coleta. 

As variáveis que mais contribuíram para as separações e tendências 

observadas na região 3 correspondem aos metabólitos: sacarose (5,40 ppm e 4,20 

ppm), α- glicose (5,22 ppm), β-glicose (4,63 ppm), ácido cítrico (2,80 ppm e 2,95 

ppm) e o etanol (1,17 ppm), de acordo com o procedimento experimental aplicado 

nas análises de PCA e através das análises dos gráficos de pesos da Figura 33 (b), 

(c), (e) e (f). Assim, a soma dos valores obtidos para a variância explicada do banco 

de dados das amostras de suco de laranja natal foi de 62,50% para as 2 primeiras 

PC’s [PC1 31,58% e PC2 30,92%], e para as amostras de suco de laranja valência 

de 61,76% [PC1 38,64% e PC2 23,12%] na região 3. 
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Figura 33: Gráfico de escores da PC1 (31,58%) x PC2 (30,92%) e PC1 (38,64%) x 

PC2 (23,12%) para amostras de suco de laranja natal (a) e valência (d) na safra de 

2014 região 3, respectivamente. Gráficos de pesos das PC’s 1 e 2 das amostras de 

suco de laranja natal (b e c) e valência (e e f). 
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4.3.2 Avalição da regionalidade em suco de laranja fresco 

Com o intuito de classificar as amostras de suco de laranja de acordo com 

o ano da safra, o tipo de laranja, a variedade e a região de coleta utilizamos o 

método de classificação multivariado PLS-DA (Partial Least Square – Discriminant 

Analysis) (Figura 34). 

 

Figura 34: Esquema ilustrativo para classificação das amostras de suco de laranja 

fresco em função do ano da safra, do tipo de laranja, da variedade e da região de 

coleta utilizando a classificação por PLS-DA. 

Conforme ilustrado no esquema da Figura 34, a primeira classificação 

para o PLS – DA nas amostras de suco de laranja fresco se baseou no ano da safra. 

Nesta etapa, foram classificadas as amostras em função do ano da safra utilizando 

todas as amostras do banco de dados e todas as variáveis espectrais. Os dados 

foram derivados, normalizados pela área e centrados na média, com a utilização de 

7 variáveis latentes, aplicando-se validação cruzada por subclasses randômicas com 

5 interações e 10 subclasses para construção dos modelos. Foram criadas 2 classes 

no modelo, onde a primeira classe refere-se as amostras da safra de 2013 e 

segunda classe refere-se as amostras da safra de 2014, corresponde à um total de 

aproximadamente 900 amostras (Figura 35). Podemos observar na classe 1 que 

apenas um pequeno grupo de 3 amostras da safra de 2013 (cor vermelho) e 3 

amostras da safra de 2014 (cor verde) ficaram abaixo e acima, respectivamente, da 

linha de relevância na horizontal (cor preto) do modelo PLS-DA. O mesmo efeito 
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acontece na classificação das amostras da classe 2, onde as mesmas 3 amostras 

da safra de 2013 ficaram acima da linha de relevância do modelo e 3 amostras da 

safra de 2014 ficaram abaixo da linha de relevância. 

Mesmo com algumas amostras não sendo classificadas adequadamente, 

podemos afirmar que os modelos construídos apresentaram resultados muito 

concisos na classificação das amostras em função do ano da safra. Assim, podemos 

dizer que 99% das amostras foram classificadas corretamente de acordo com suas 

classes. 

Os principais parâmetros obtidos no modelo de classificação do PLS-DA 

estão descritos na Tabela 4 abaixo. 

 

Figura 35: Gráficos de classificação das amostras de suco laranja fresco referente à 

safra de 2013 (cor vermelho) e safra 2014 (cor verde) utilizando PLD-DA. 

Tabela 4: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja fresco em função do ano da safra. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 

Sensibilidade (Cal) 0,993 0,993 

Especificidade (Cal) 0,993 0,993 

Sensibilidade (Val) 0,993 0,993 

Especificidade (Val) 0,993 0,993 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0.00699 0.00699 

Classificação dos 
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0.00699 0.00699 
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 CV Bias -0.36541 -0.63459 

R
2
 0.849 0.849 

CV R
2
 0.841 0.841 

 

Após a classificação das amostras em função do ano da safra, foi 

construído um modelo para classificar as variedades em cada região, ou seja, em 

diferenciar a variedade natal da variedade valência na região 1, região 2 e região 3. 

Para isto, também foram utilizadas todas as amostras do banco de dados e todas as 

variáveis espectrais referentes à safra de 2013. Os dados foram derivados, 

normalizados pela área e centrados na média, com a utilização de 12 variáveis 

latentes, aplicando-se validação cruzada por subclasses randômicas com 5 

interações e 10 subclasses para construção dos modelos. 

Um total de 6 classes foram construídas, onde a classe 1 se refere a 

variedade natal da região 2, classe 2 para a variedade valência da região 2, classe 3 

para a variedade natal da região 1, classe 4 para a variedade valência da região 1, 

classe 5 para a variedade natal da região 3 e a classe 6 para a variedade valência 

da região 3. A Figura 36 estão apresentadas as classes de cada variedade nos 

modelos PLS-DA construídos.  

Os modelos construídos apresentaram resultados satisfatórios, pois 

através deles é possível distinguir cada variedade estudada em função da região 

monitorada. Cabe ressaltar que para as amostras das variedades natal (classe 3) e 

valência (classe 4) da região 1, houveram algumas amostras de outras variedades 

que ficaram acima dos valores positivos da linha de relevância (cor vermelho), 

propiciando um erro maior durante a classificação dessas amostras nos modelos 

construído, conforme apresentado na Tabela 5. O mesmo efeito foi observado para 

as amostras da variedade valência (classe 2) na região 2, onde algumas amostras 

de outra variedade ultrapassaram os valores positivos da linha de relevância no 

modelo construído. 

Conforme citado anteriormente, os principais parâmetros obtidos durante 

a construção dos modelos de classificação das amostras na safra de 2013 são 

apresentados na Tabela 5. 
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Figura 36: Gráficos de classificação das amostras de suco laranja fresco referente 

às variedades de laranja natal e valência nas 3 diferentes regiões estudadas na 

safra de 2013 utilizando PLD-DA. (a) e (b) variedades natal e valência região 1; (c) e 

(d) variedades natal e valência região 2, (e) e (f) variedades natal e valência região 
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Tabela 5: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja fresco referente às variedades de 

laranja natal e valência nas 3 diferentes regiões estudadas na safra de 2013. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5 Classe 6 

Sensibilidade 
(Cal) 

1,000 1,000 0,900 1,000 1,000 1,000 

Especificidade 
(Cal) 

1,000 0,974 0,972 0,931 1,000 0,992 

Sensibilidade 
(Val) 

1,000 1,000 0,867 1,000 1,000 1,000 

Especificidade 
(Val) 

1,000 0,974 0,950 0,927 0,999 0,989 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0 0,013006 0,06385 0,03468 0 0,004190 

Classificação dos 
erros (Val) 

0 0,013006 0,09187 0,03642 0,00058 0,00559 

RMSEC 0,23519  0,255660 0,23118 0,27783 0,25899 0,21560 

RMSECV 0,24098  0,26086 0,23629 0,28325 0,26816 0,228811 

Bias -0,17340 -0,17815 -0,14252 -0,17815 -0,17815 -0,14964 

 CV Bias -0,17447  -0,17890 -0,14331 -0,17770 -0,17819 -0,14744 

R
2
 0,824  0,729 0,770 0,690 0,759 0,811 

CV R
2
 0,809  0,755 0,713 0,669 0,730 0,771 

 

A classificação das amostras da safra de 2014 se baseou inicialmente em 

atribuir um modelo que pudesse diferenciar o suco das laranjas precoces das 

amostras de suco de laranjas tardias. Após os resultados obtidos, podemos julgar 

que os modelos criados demonstraram serem capazes em diferenciar os dois tipos 

de suco de laranjas estudadas.  

Os parâmetros utilizados para a construção dos modelos para esse 

conjunto de amostras foram os mesmos utilizados na classificação das amostras da 

safra de 2013. Nesse modelo foram utilizadas 7 variáveis latentes, validação 

cruzada por subclasses randômicas com 5 interações e 10 subclasses. Um total de 

2 classes foram geradas, a classe 1 atribuída ao suco de laranja precoce e a classe 

2 ao suco de laranja tardia. 

Os resultados e os principais parâmetros obtidos para a classificação do 

tipo de suco de laranja estão apresentados na Figura 37 e Tabela 6. Os modelos de 

classificação construídos conseguiram diferenciar claramente o tipo de suco de 

laranja para a variedade precoce de suco de laranja da variedade tardia na safra de 

2014. Cabe ressaltar que algumas amostras de suco de laranja precoce (cor 

vermelho, classe 1) encontram-se acima dos valores positivos da linha de relevância 

em vermelho da Figura 37, e que o mesmo acontece com algumas amostras de 
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suco de laranja tardia (cor verde, classe 2). Isso pode ser explicado através 

classificação dos erros de validação que está em aproximadamente em 8,5% para 

as duas classes construídas, conforme apresentado na Tabela 6. 

 

Figura 37: Gráficos de classificação das amostras de suco laranja fresco referente 

ao tipo de laranja: precoce (cor vermelho) e tardia (cor verde) na safra de 2014 

utilizando PLD-DA. 

Tabela 6: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja fresco referente ao tipo de laranja: 

precoce (classe 1) ou tardia (classe 2) na safra de 2014. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 

Sensibilidade (Cal) 0,946  1,000 

Especificidade (Cal) 1,000  0,946 

Sensibilidade (Val) 0,926  1,000 

Especificidade (Val) 1,000  0,926 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0,02684  0,02685 

Classificação dos 
erros (Val) 

0,03691  0,03691 

RMSEC 0,56809  0,54971 

RMSECV 0,57327  0,55356 

Bias -0,51027 -0,48973 

CV Bias -0,51110  -0,48890 

R
2
 0,751  0,751 

CV R
2
 0,732  0,732 

 

Após a diferenciação do tipo de suco de laranja precoce do suco de 

laranja tardia nos modelos PLS-DA da Figura 37, foram construídos modelos para 

diferenciar as variedades de laranjas precoces (hamlin e pera) e tardias (natal e 

Precoce – classe 1 * Tardia – classe 2
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valência). Em ambos os modelos criados (Figura 38 e Figura 39) os resultados 

também mostraram bastantes satisfatórios na diferenciação das variedades para 

cada tipo de suco estudado. 

A construção dos modelos apresentado na Figura 38 seguem os mesmos 

parâmetros utilizados nos modelos anteriores, com exceção ao número de variáveis 

latentes que foi 5. A classe 1 do modelo criado refere-se as amostras da variedade 

hamlin e a classe 2 refere-se a variedade de suco de laranja pera. Os principais 

parâmetros obtidos durante a construção dos modelos estão apresentados na 

Tabela 7.  

De acordo com a Figura 38, as amostras da variedade hamlin (cor azul 

escuro) podem ser diferenciadas das amostras de suco de laranja pera (cor azul 

claro). O primeiro gráfico mostra que aproximadamente 93% das amostras da classe 

1 (hamlin) estão acima da linha de tolerância do modelo criado, onde algumas 

amostras da classe 1 encontram-se abaixo da linha de tolerância (valores 

negativos). O mesmo acontece no segundo gráfico da classificação para as 

amostras da classe 2 (pera), onde algumas amostras da classe 1 encontram-se 

acima dos valores positivos da linha de tolerância, entretanto todas amostras da 

classe 2 foram classificadas como 100% pertencentes as amostras da variedade 

pera. Logo, podemos dizer que os modelos criados demonstraram que é possível 

diferenciar as duas variedades, hamlin e pera, ao longo da safra de 2014 utilizando 

PLS-DA. 

 

Figura 38: Gráficos de classificação das amostras de suco laranja precoce referente 

às variedades: hamlin (cor azul escuro) e pera (cor azul claro) na safra de 2014 

utilizando PLD-DA. 

+Hamlin – Classe 1 Pera – Classe 2
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Tabela 7: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja precoce referente às variedades 

precoces: hamlin (classe 1) e pera (classe 2) na safra de 2014. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 

Sensibilidade (Cal) 0.946  1.000 

Especificidade (Cal) 1.000  0.946 

Sensibilidade (Val) 0.926  1.000 

Especificidade (Val) 1.000  0.926 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0.02685  0.02685 

Classificação dos 
erros (Val) 

0.03691  0.03691 

RMSEC 0.56809 0.54971 

RMSECV 0.57327  0.55356 

Bias -0.51027 -0.48973 

CV Bias -0.51110  -0.48890 

R
2
 0.751  0.751 

CV R
2
 0.732 0.732 

 

Para a construção dos modelos da variedade tardia na Figura 38, os 

parâmetros utilizados foram os mesmos que nos modelos anteriores, com exceção 

ao número de variáveis latentes que foram 12. A classe 1 do modelo criado refere-se 

as amostras da variedade natal e a classe 2 refere-se a variedade de suco de 

laranja valência. Os principais parâmetros obtidos durante a construção dos modelos 

estão apresentados na Tabela 7.  

 

Figura 39: Gráficos de classificação das amostras de suco de laranja tardia 

referente às variedades: natal (cor branco) e valência (cor vermelho escuro) na safra 

de 2014 utilizando PLD-DA.  

Natal – Classe 1 Valência– Classe 2
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Tabela 8: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja tardia referente às variedades 

precoces: natal (classe 1) e valência (classe 2) na safra de 2014. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 

Sensibilidade (Cal) 0,914 0,922 

Especificidade (Cal) 0,922 0,914 

Sensibilidade (Val) 0,910 0,910 

Especificidade (Val) 0,910 0,910 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0,08216 0.08216 

Classificação dos 
erros (Val) 

0,09041 0,09041 

RMSEC 0,57406 0,56605 

RMSECV 0,58900 0,57552 

Bias -0,50457 -0,49543 

CV Bias -0,50457 -0,49543 

R
2
 0,700 0,7000 

CV R
2
 0,666 0,666 

 

Conforme apresentado na Figura 38, as amostras da variedade natal (cor 

branca) também foram diferenciadas das amostras de suco de laranja valência (cor 

vermelha) a partir dos modelos de classificação. O primeiro gráfico mostra que 

aproximadamente 91% das amostras da classe 1 (natal) estão acima da linha de 

tolerância do modelo criado, onde algumas amostras da classe 1 encontram-se 

abaixo da linha de tolerância (valores negativos). O mesmo acontece com as 

amostras da classe 2 (valência) no segundo gráfico, onde algumas amostras 

também encontram-se abaixo da linha de tolerância, mas que a maioria das 

amostras foram classificadas corretamente (91%) por estarem acima dos valores 

positivos da linha de tolerância. Mesmo assim, também podemos dizer que os 

modelos construídos são capazes em diferenciar as variedades de suco de suco de 

laranja natal de valência na safra de 2014. 

De acordo com o esquema da Figura 34, a etapa final da classificação 

teve como objetivo diferenciar as amostras de cada variedade em função da região 

estudada. Dessa maneira, os parâmetros utilizados nos modelos das Figura 40, 

Figura 41, Figura 42 e Figura 43 foram os mesmos aplicados nos modelos 

anteriores, tendo como diferenças as quantidades de variáveis latentes que foram 5, 

12, 10 e 11 para os modelos correspondentes ao suco das variedades hamlin 

(Figura 40), pera (Figura 41), natal (Figura 42) e valência (Figura 43), 

respectivamente. 
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Um total de 3 classes foram criadas referentes as regiões estudadas, 

onde a classe 1 refere-se a região 1, classe 2 à região 2, e classe 3 região 3 para 

todas as variedades de suco de suco de laranja. Os principais parâmetros obtidos 

durante a construção dos modelos de classificação para cada variedade estão 

apresentados nas Tabela 9, Tabela 10, Tabela 11 eTabela 12. 

Os modelos criados apresentaram resultados satisfatórios para a 

classificação de cada variedade em função da região de estudo. Os modelos da 

variedade hamlin tiveram um total de 149 amostras na criação dos modelos (Figura 

40). Durante a criação dos modelos, apenas algumas amostras da região 3 (classe 

3) ficaram acima dos valores positivos da linha de tolerância na classificação das 

amostras da região 2 (classe 2) da Figura b, indicado que estão amostras 

apresentam uma grande correlação com as amostras dessa classe. 

Os modelos criados para as variedades pera, com um total de 143 

amostras também mostraram que algumas amostras da região 2 e 3 ficaram acima 

da linha de tolerância na classificação das amostras da região 1, onde mesmo 

acontece na classificação das amostras das regiões 2 e 3.  

Para os modelos das amostras de suco de laranja natal, um pequeno 

grupo de amostras das regiões 2 e 3 ficaram acima dos valores positivos da linha de 

tolerância na classificação das amostras da região 1. Na classificação das amostras 

da região 2, algumas amostras da região 1 ficaram no limite dos valores da linha de 

tolerância e para a região 3 um pouco acima. O mesmo acontece na classificação da 

região 3, onde poucas amostras das regiões 2 e 3 ficaram ligeiramente acima da 

linha de tolerância. Os modelos criados tiveram um total de 221 amostras durante a 

classificação. 

A variedade de suco de laranja valência teve um total de 217 amostras 

durante a construção dos modelos. Na classificação das amostras da região 1 

algumas amostras das regiões 2 e 3 apresentaram acima da linha de tolerância. O 

mesmo acontece na classificação da região 3, onde um pequeno número de 

amostras da região de 1 e 2 encontra-se acima dos valores da linha de tolerância. Já 

na classificação das amostras da região 2, algumas amostras da região 1 e 3 estão 

no limite da linha de tolerância. 

Tais características observadas durante na criação dos modelos podem 

ser explicadas pelos erros de classificação, o que está associado a grande 

semelhança que pode existir entre as amostras mesmo sendo de diferentes regiões. 
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Figura 40: Gráficos de classificação das amostras de suco de laranja hamlin 

referente (a) à região 1 (cor verde), (b) região 2 (cor vermelho) e (c) região 3 (cor 

azul) da safra de 2014 utilizando PLD-DA.  

Região 1 – classe 1 Região 2 – classe 2 Região 3 – classe 3

a)

b)

c)
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Tabela 9: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja hamlin referente à região 1 (classe 1), 

região 2 (classe 2) e região 3 (classe 3) na safra de 2014. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 Classe 3 

Sensibilidade (Cal) 0.857  0.886 1.000 

Especificidade (Cal) 0.915 0.960 0.968 

Sensibilidade (Val) 0.804  0.886 0.972 

Especificidade (Val) 0.909  0.945 0.959 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0.11398  0.07702 0.01613 

Classificação dos 
erros (Val) 

0.14370 0.08409 0.03443 

RMSEC 0.45068  0.38795 0.41236 

RMSECV 0.48111  0.40727 0.42906 

Bias -0.34266 -0.30769 -0.34965 

CV Bias -0.35029 -0.30454 -0.34517 

R
2
 0.620  0.738 0.790 

CV R
2
 0.531  0.665 0.722 
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Figura 41: Gráficos de classificação das amostras de suco de laranja pera referente 

(a) à região 1 (cor verde), (b) região 2 (cor vermelho) e (c) região 3 (cor azul) da 

safra de 2014 utilizando PLD-DA.  

Região 1 – classe 1 Região 2 – classe 2 Região 3 – classe 3

a)

b)

c)



67 
 

Tabela 10: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja pera referente à região 1 (classe 1), 

região 2 (classe 2) e região 3 (classe 3) na safra de 2014. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 Classe 3 

Sensibilidade (Cal) 0.857  0.886 1.000 

Especificidade (Cal) 0.915  0.960 0.968 

Sensibilidade (Val) 0.804  0.886 0.972 

Especificidade (Val) 0.909  0.945 0.959 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0.11398 0.07702 0.01613 

Classificação dos 
erros (Val) 

0.14370 0.08409 0.03443 

RMSEC 0.45068 0.38795 0.41236 

RMSECV 0.48111  0.40727 0.42906 

Bias -0.34266 -0.30769 -0.34965 

 CV Bias -0.35029 -0.30454 -0.34517 

R
2
 0.620  0.738 0.790 

CV R
2
 0.531  0.665 0.722 
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Figura 42: Gráficos de classificação das amostras de suco de laranja natal referente 

(a) à região 1 (cor verde), (b) região 2 (cor vermelho) e (c) região 3 (cor azul) da 

safra de 2014 utilizando PLD-DA.  

Região 1 – classe 1 Região 2 – classe 2 Região 3 – classe 3

a)

b)

c)
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Tabela 11: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja natal referente à região 1 (classe 1), 

região 2 (classe 2) e região 3 (classe 3) na safra de 2014. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 Classe 3 

Sensibilidade (Cal) 0.971  0.987 0.923 

Especificidade (Cal) 1.000  0.877 0.951 

Sensibilidade (Val) 0.941  0.853 0.903 

Especificidade (Val) 0.970  0.837 0.917 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0.01471 0.06831 0.06294 

Classificação dos 
erros (Val) 

0.04444  0.15484 0.08998 

RMSEC 0.36442  0.47421 0.45569 

RMSECV 0.37203  0.49440 0.47205 

Bias -0.30769 -0.33937 -0.35294 

CV Bias -0.30801  -0.33919 -0.35280 

R
2
 0.821  0.511 0.636 

CV R
2
 0.798  0.438 0.579 
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Figura 43: Gráficos de classificação das amostras de suco de laranja valência 

referente (a) à região 1 (cor verde), (b) região 2 (cor vermelho) e (c) região 3 (cor 

azul) da safra de 2014 utilizando PLD-DA.  

Região 1 – classe 1 Região 2 – classe 2 Região 3 – classe 3

a)

b)

c)
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Tabela 12: Parâmetros obtidos durante a construção do modelo PLS-DA para 

classificação das amostras de suco de laranja valência referente à região 1 (classe 

1), região 2 (classe 2) e região 3 (classe 3) na safra de 2014. 

Parâmetros de classificação PLS-DA 

Parâmetros Classe 1 Classe 2 Classe 3 

Sensibilidade (Cal) 0.947  0.897 0.919 

Especificidade (Cal) 0.901  0.953 0.930 

Sensibilidade (Val) 0.920  0.868 0.905 

Especificidade (Val) 0.880  0.933 0.916 

Classificação dos 
erros (Cal) 

0.07596  0.07496 0.07551 

Classificação dos 
erros (Val) 

0.09986  0.09973 0.08926 

RMSEC 0.45141  0.42023 0.43245 

RMSECV 0.46631  0.43495 0.44486 

Bias -0.31336 -0.34562 -0.34101 

CV Bias -0.34439  -0.31323 -0.34238 

R
2
 0.627  0.636 0.685 

CV R
2
 0.564  0.578 0.642 

 

4.4 Quantificação dos metabólitos presente no suco de laranja natural  

As análises quimiométricas não supervisionadas (PCA) aplicadas 

inicialmente nos diferentes grupos de amostras de suco de laranja forneceram 

informações importantes sobre as principais alterações, semelhanças ou diferenças 

dos metabólitos presentes no suco de laranja. Por meio dos gráficos de pesos e da 

caracterização estrutural dos metabólitos realizada previamente foi possível 

quantificar e avaliar as possíveis alterações ocorridas durante as safras, nas regiões, 

variedades e nos períodos sazonais. 

Como pode ser observado na Figura 44, aproximadamente 90% do suco 

de laranja é composto por água e 10% restante pode ser considerado como sendo 

“extrato de suco de laranja”. No extrato de suco de laranja cerca de 50% são 

açúcares, e o restante são ácidos orgânicos, metabólitos secundários, minerais, 

vitaminas e flavorizantes. 
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Figura 44: Representação da composição dos metabólitos presentes no suco de 

laranja integral. 

As análises de PCA, de acordo com o método aplicado, mostraram que 

os principais metabólitos presentes no suco de laranja que tiveram algum tipo de 

variação foram os sinais referentes à sacarose, frutose, α e β-glicose, prolina, 

arginina, alanina, treonina, valina, e os ácidos cítrico, málico, ascórbico, succínico, γ-

aminobutírico (GABA) e etanol. 

A partir destas informações obtidas nas análises por PCA, utilizou-se o 

método de quantificação ERETIC II para avaliar a concentração desses metabólitos 

ao longo das safras, regiões e nos períodos sazonais. 

Os gráficos apresentados nas Figura 45 e Figura 46 mostram a 

quantificação dos metabólitos nas safras de 2013 e 2014 para as variedades 

precoces e tardias. Nos gráficos estão apresentados os resultados da quantificação 

para os açúcares que são representados pela soma da concentração em mM de 

sacarose, α e β-glicose e frutose; ácidos, como a soma dos valores das 

concentrações dos ácidos cítrico, málico, ascórbico, succínico e GABA; 

aminoácidos, soma dos valores de prolina, arginina, alanina, treonina e valina; além 

dos valores para concentração de etanol e da estimativa do valor de ratio. 

Conforme descrito na introdução, o ratio é um parâmetro utilizado na 

indústria de suco de cítricos para indicar o grau de maturação do fruto, por meio da 

relação entre os sólidos solúveis (°Brix) e acidez total titulável. Os valores referentes 

ao ratio apresentados neste trabalho foram considerados com a razão entre o 

somatório dos valores de concentração dos açúcares pelo somatório da 

concentração de ácidos quantificados. 

~90% de água

~10% extrato de 
suco

~50% açúcares

ácidos orgânicos

metabólitos secundários

minerais
vitaminas

flavorizantes



73 
 

Natal Valência Natal Valência Natal Valência
0

10

20
40

60

80

200

400
Ácidos

Aminoácidos

Acúcares

Região 1 Região 2 Região 3

Safra 2013

m
M

Natal Valência Natal Valência Natal Valência
0

2

4

6

8

Região 1 Região 2 Região 3

Safra 2013

R
a
ti

o

Natal Valência Natal Valência Natal Valência
0

2

4

6

8

Região 1 Região 2 Região 3

Safra 2013

E
ta

n
o

l 
(m

M
)

A

B C

Figura 45: (a) Comparativo entre valores obtidos na quantificação dos açúcares 

(sacarose, α e β-glicose e frutose), ácidos (cítrico, málico, ascórbico, succínico e γ-

aminobutírico - GABA); aminoácidos (prolina, arginina, alanina, treonina e valina); (b) 

ratio e (c) etanol para a variedade de laranjas tardias da safra 2013. 

De acordo com a Figura 45 e 46 podemos observar de modo geral que o 

suco de laranja da variedade natal obteve aumento na concentração de açúcares, 

ácidos e aminoácidos da safra 2013 para 2014 na proporção de aproximadamente 

1,20 a 1,34 vezes; 1,23 a 1,40 vezes; 1,41 a 1,66 vezes, respectivamente, para nas 

três regiões estudadas. Consequentemente, a concentração de etanol também 

apresentou aumento de aproximadamente 1,48 a 3,39 vezes em todas as regiões. 

Em relação ao ratio, ocorreu um pequeno aumento de 1,16 vezes na região 2, na 

região 1 permaneceu praticamente igual, e na região 3 houve uma diminuição de 

cerca de 1,23 vezes. 

Também se pode observar que a região 3 é a região que se tem maior 

concentração de açúcares no suco de laranja em ambas as safras de 2013 e 2014, 

que consequentemente apresentou o maior ratio (5,2) na safra de 2013 e 4,2 na 

safra de 2014. Logo, podemos dizer que o suco de laranja da natal da região 3 

apresenta grau de maturidade maior ou semelhante as demais regiões. 
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Figura 46: (a) Comparativo entre os valores obtidos na quantificação dos açúcares 

(sacarose, α e β-glicose e frutose), ácidos (cítrico, málico, ascórbico, succínico e γ-

aminobutírico – GABA); aminoácidos (prolina, arginina, alanina, treonina e valina), 

(b) ratio e (c) etanol para a variedade de laranjas precoces e tardias na safra 2014. 

Conforme observado anteriormente no comparativo da quantificação das 

amostras de suco de laranja natal entre a safra de 2013 e 2014, o suco de laranja 

valência também apresentou aumento na concentração de açúcares (~1,16 a 1,32 

vezes), ácidos (~1,26 a 1,47 vezes) e aminoácidos (~1,14 a 2,04 vezes). A 

concentração de aminoácidos na região 3 apresentou um valor de destaque 

comparado aos demais, pois a concentração apresentou um pouco mais que dobro 

que a safra anterior. 

Os valores da concentração de etanol também tiveram aumento de 1,50 a 

2,45 vezes em decorrência do aumento da concentração dos açúcares presentes no 

suco de laranja. Entretanto, os valores de ratio apresentam valores muito 

semelhantes aos da safra de 2013, sendo que apesar da região 3 apresentar maior 

concentração de açúcares, o valor de ratio diminuiu 1,18 vezes, puxado pelo 

aumento da concentração de ácidos nas amostras. 

O mesmo procedimento de quantificação foi realizado para avaliar os 

efeitos da sazonalidade nas variedades hamlin, natal, pera e valência na safra de 

2013. 



75 
 

Conforme descrito no procedimento experimental, os períodos de coleta 

das amostras durante a safra das variedades precoces foram ínicio e fim, e para as 

variedades tardias em início, meio e fim nas 3 regiões estudadas. Na Figura 47A 

podemos observar o comparativo do comportamento dos metabólitos monitorados 

(açúcares, ácidos e aminoácidos) no decorrer da safra de 2014, bem com as 

variações ocorridas nas três diferentes regiões de coleta para variedade hamlin. 

De modo geral, podemos dizer que a região 3 é a região onde se tem 

maior concentração de açúcares, ácidos e aminoácidos. Entretanto, as amostras de 

suco da região 3 apresentaram maior conteúdo de etanol que as regiões 2 e 3, onde 

se observa aumento de 92% comparados aos valores iniciais da safra (Figura 47C). 

Esse aumento poderia estar associado com o aumento da concentração de 

açúcares ao longo da safra o qual foi de 5,0 % do início para o fim da safra, 

entretanto a concentração de açúcares quantificados nas amostras da região 1 foi 

de 20,4% em relação ao ínicio da safra, mas a concentração de etanol apresentou 

queda de 7,3%, ao contrário do esperado.  

A concentração de aminoácidos na região 3 também apresentou aumento 

expressivo comparado as outras regiões, sendo de 35,6%, enquanto que as região 1 

e 2 houveram quedas de 6,3% e 13,1%, respectivamente (Figura 47A).  

Em relação ao ratio das amostras (Figura 47B), podemos dizer que as 

amostras da região 2 são aquelas que apresentam maior maturidade e menor 

variação ao longo da safra, uma vez que a variação da concentração dos açúcares e 

ácidos foram as menores entre as regiões. As regiões 1 e 2 tiveram aumento de 

ratio em 16,7% e 10,6% ao longo da safra, já que a concentração de ácidos foram 

pouco relevantes ao longo da safra. 
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Figura 47: Comparativo entre os valores obtidos na quantificação dos açúcares 

(sacarose, α e β-glicose e frutose), ácidos (cítrico, málico, ascórbico, succínico e γ-

aminobutírico (GABA)); aminoácidos (prolina, arginina, alanina, treonina e valina) 

(A), ratio (B) e etanol (C) para o suco da variedade hamlin ao longo da safra de 

2014. 

As amostras de suco de laranja pera da safra de 2014 (Figura 48A) 

também apresentaram maiores concentrações de açúcares, aminoácidos e ácidos 

na região 3, igual as amostra de suco de laranja da variedade hamlin. A 

concentração de açúcares e aminoácidos no ínicio da safra foram de 395 mM e 27,7 

mM nesta região, mas que no fim da safra apresentaram quedas de 21,4% e 7,1% 

em relação aos valores iniciais. Como as concentrações dos ácidos apresentaram 

aumento de 9,7% e a queda do conteúdo de açúcares, teve como consequência a 

diminuição do valor do ratio em 24,5% (Figura 48B). Outro fato importante em 

destacar foi à concentração de etanol em 21,0 mM (139,6%) no fim da safra (Figura 

48C), considerado o maior valor de concentração dentre as amostras de suco de 

laranja do tipo precoce.  

As amostras de suco de laranja correspondentes a região 1 tiveram 

conteúdo de açúcares e ácidos semelhantes as amostras da região 3, porém um 

pouco menor (Figura 48A). A concentração de açúcares apresentou queda de 8,6% 

e 5,4% para a concentração dos ácidos. Os valores encontrados para ratio (Figura 

48B) e para a concentração de etanol (Figura 48C) foram de queda em 3,5% e 

aumento de 15,0%, respectivamente, em relação aos valores iniciais da safra. 
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O valor de 17,7 mM encontrado no fim da safra para a concentração de 

aminoácidos na região 2 foi o menor nas 3 regiões. Esse valor representou queda de 

27,2% em relação ao valor inicial da safra. Com relação ao conteúdo de açúcares e 

ácidos houve pequenas variações em relação aos valores iniciais da safra, sendo 

queda de 2,7% e aumento de 8,4% para cada um deles (Figura 48A). 
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Figura 48: Comparativo entre os valores obtidos na quantificação dos açúcares 

(sacarose, α e β-glicose e frutose), ácidos (cítrico, málico, ascórbico, succínico e γ-

aminobutírico (GABA)); aminoácidos (prolina, arginina, alanina, treonina e valina) 

(A), ratio (B) e etanol (C) para o suco da variedade pera ao longo da safra de 2014. 

As amostras de suco de laranja natal de modo geral, assim como as 

variedades precoces hamlin e pera, também apresentaram maiores valores de 

concentrações para os açúcares, ácidos e aminoácidos na região 3, conforme os 

gráficos da Figura 49A. As concentrações de açúcares apresentaram queda de 

1,8% no meio da safra e aumento de 1,3% no fim da safra em relação aos valores 

iniciais. Já a concentração de ácidos e aminoácidos apresentaram queda em ambos 

os períodos da safra, sendo 12,2% e 32,4% para o meio, 6,7% e 24,2% para o fim 

da safra. 

O conteúdo de etanol encontrando nas amostras do meio da safra foi 

maior de todos os períodos de coleta (Figura 49C), regiões e variedades de suco, 

correspondendo ao valor de 21,2 mM (aumento de 117,6%). Contudo, a 

concentração de etanol diminui em 15,5% no fim da safra em relação ao valor inicial.  
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As amostras da região 2 apresentaram quedas no meio e fim da safra 

para as concentrações de açúcares (11,8% e 23,5%), ácidos (43,6% e 23,7%) e 

aminoácidos (23,8% e 31,5%) (Figura 49A). Contudo o ratio de 6,2 correspondentes 

ao meio da safra foi o maior de todas as variedades, indicando que as amostras 

estavam com alto grau de maturidade nos frutos (Figura 49B). Consequentemente, 

o conteúdo de etanol apresentou aumento de 50,5% no meio da safra e declínio de 

37,2% em relação aos valores iniciais (Figura 49C). 

Ao contrário das amostras das regiões 1 e 3, as amostras da região 2 

tiveram o conteúdo de açúcares, ácidos e aminoácidos aumentados em 10,7%, 

11,6% e 22,4% no fim da safra em relação aos valores iniciais (Figura 49A). O valor 

do ratio teve maior alteração no meio da safra, aumento de 13,6% em relação ao 

valor inicial (Figura 49B).  

Os valores de ratio referentes ao meio da safra da variedade natal nas 

três regiões foram os maiores que os valores do ínicio e fim da safra (Figura 49B). 

Esses valores estão de acordo com o esperado pelos produtores, onde o meio da 

safra normalmente indica o melhor grau maturidade e qualidade dos frutos para 

produção de suco. Cabe ressaltar que o grau de maturidade ideal dos frutos pode 

ocorrer também entre os períodos de transição das safras. 
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Figura 49: Comparativo entre os valores obtidos na quantificação dos açúcares 

(sacarose, α e β-glicose e frutose), ácidos (cítrico, málico, ascórbico, succínico e γ-

aminobutírico (GABA)); aminoácidos (prolina, arginina, alanina, treonina e valina) 

(A), ratio (B) e etanol (C) para o suco da variedade natal ao longo da safra de 2014. 

Definitivamente, podemos dizer que a região 3 foi aquela que propiciou 

maior produção de açúcares, ácidos e aminoácidos para as variedades hamlin, pera, 

natal e valência na safra de 2013 e 2014. 

Conforme apontado na Figura 50A as amostras de suco de laranja da 

região 3 foram aquelas que apresentaram maior concentração de açúcares, 

aminoácidos e ácidos quando comparadas com as amostras da região 1 e 2. A 

concentração de açúcares nesta região diminuiu em 9,6% no meio e 6,7% no fim da 

safra. De maneira oposta, a concentração de ácidos e aminoácidos tiveram aumento 

gradativo ao longo da safra, correspondendo em 28,6% (meio) e 34,5% (fim) para os 

ácidos, e 2,0% (meio) e 2,1% (fim) para os aminoácidos. Logo, os valores de ratio 

possuíram queda de 35,4% (meio) e 38,2% (fim) (Figura 50B). O conteúdo de etanol 

ao longo da safra diminuiu 26,8% no meio e aumento em 45,9% no fim (Figura 50C). 

Semelhante as amostras da região 3 e as amostras da região 1 

apontaram queda na concentração dos açúcares ao longo da safra, sendo 6,4% no 

meio e 3,1% no fim. A concentração dos ácidos e aminoácidos também tiveram 



80 
 

queda em relação aos valores iniciais da safra, estando em 25,6% e 3,1% para os 

ácidos, e 5,8% e 12,8% para os aminoácidos (Figura 50A).  

Os valores de ratio apresentaram aumento ao longo da safra, tendo 

26,7% (meio) e 6,8% (fim) (Figura 50B). Já à concentração de etanol apresentou 

aumento gradativo em relação aos valores inicias em 10,4% e 50,6% (Figura 50C). 

Seguindo o mesmo comportamento das amostras de suco laranja da 

variedade natal, a região 2 foi aquela que apresentou menor concentração de 

açúcares ao longo da safra, correspondendo a 307 mM, além de apresentar a menor 

variação na concentração (2,7% e -1,0%) que as regiões 1 e 3 (Figura 50A). A 

concentração de ácidos demostraram queda de 14,6% (meio) e 11,8% (fim), sendo 

significativo o suficiente para aumentarem os valores de ratio em 8,2% (meio) e 

6,7% (fim) (Figura 50B), uma vez que a queda da concentração de açúcares foi 

pequena ao longo da safra. 

A concentração de aminoácidos apresentaram oscilações ao longo da 

safra, havendo aumento em 24,7% no meio da safra e queda em 8,0% no fim 

(Figura 50A). O conteúdo de etanol, similarmente a região1, apresentou aumento 

gradativo ao longo da safra em 34,1% e 89,3% (Figura 50C). 

Cabe ressaltar para as amostras de suco de laranja valência na região 1 e 

2 apresentaram maiores valores de ratio no meio da safra indicando maturidade dos 

frutos. Ao contrário destas duas regiões, a região 3 apresentou maior valor de ratio 

logo no início da safra, e que o mesmo foi diminuindo no decorrer da safra, 

indicando que os frutos foram perdendo maturidade comparadas ao inicio da safra. 
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Figura 50: Comparativo entre os valores obtidos na quantificação dos açúcares 

(sacarose, α e β-glicose e frutose), ácidos (cítrico, málico, ascórbico, succínico e γ-

aminobutírico (GABA)); aminoácidos (prolina, arginina, alanina, treonina e valina) 

(A), ratio (B) e etanol (C) para o suco da variedade valência ao longo da safra de 

2014. 
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5. CONCLUSÕES 

A ressonância magnética nuclear (RMN de 1H) combinada com a 

quimiometria mostrou-se com uma potente ferramenta no estudo da sazonalidade e 

regionalidade em suco de laranja integral para as variedades de laranjas precoces 

(hamlin e pera) e tardias (natal e valência) nas três diferentes regiões estudadas. Os 

dados de RMN de 1H e bidimensionais possibilitaram caracterizar 23 metabolitos, 

onde 15 deles foram quantificados via ERETIC II™, conforme proposto nos objetivos 

do trabalho. 

A quantificação via ERETIC II™ mostrou aumento na concentração dos 

açúcares, ácidos e aminoácidos entre 20% a 66% para a variedade natal, e 16% a 

104% para a variedade valência entre a safra de 2013 e 2014. Os valores de ratio 

tiveram maior alteração na variedade natal de 16% a 23%, enquanto que a 

variedade valência de 18% apenas na região 3. O conteúdo de etanol teve aumento 

expressivo de 48% a 239% para a variedade natal e para a variedade valência de 

50% a 145%. Com isso, podemos dizer que as amostras da safra de 2014 

apresentaram maior grau de maturidade que as amostras da safra de 2013. 

Também podemos concluir que a região 3 foi a que apresentou melhor maturidade 

dos frutos na safra de 2013 e 2014, e para todas as variedades estudadas (hamlin, 

pera, natal e valência). 

No estudo da sazonalidade foi possível constatar que os dados de RMN 

de 1H combinados com as análises de PCA mostraram que as amostras de suco de 

laranja da variedade hamlin teve os períodos da safra de 2014 mais bem definidos 

na região 2, enquanto que a variedade pera apresentou nas regiões 1, 2 e 3. A 

variedade natal apresentou os períodos mais bem definidos na região 1, e a 

variedade valência nas regiões 2 e 3. Os sinais referentes à sacarose, frutose, α e β-

glicose, prolina, arginina, alanina, treonina, valina, e os ácidos cítrico, málico, 

ascórbico, succínico, γ-aminobutírico (GABA) e etanol, foram aqueles que mais 

contribuíram para diferenciação da sazonalidade, de acordo com o método de 

análise utilizado. 

Os modelos de classificação possibilitaram diferenciar com êxito o ano da 

safra entre 2013 e 2014, o tipo de suco (tardia ou precoce), a variedade de laranja 

(hamlin, pera, natal ou valência), e por fim o período de coleta da safra, conforme 

pretendido no trabalho. Portanto, a RMN aliada às análises multivariadas 
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demonstrou ser eficiente para avaliar os efeitos da sazonalidade e regionalidade no 

suco laranja, indicando quais metabólitos tiveram maiores alterações ao longo das 

safras, além de poder mensurar essas alterações, com fácil manuseio e preparo das 

amostras, sendo uma ferramenta alternativa em casos onde ferramentas tradicionais 

não sejam suficientes na resolução de problemas encontrados na citricultura. 
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