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"Ndo importa onde vocé parou

Em que momento da vida vocé cansou

O que importa é que sempre é possivel e necessdrio "Recomegar".
Recomegar € dar uma nova chance a si mesmo

E renovar as esperangas ha vida e o mais importante
Acreditar em vocé de novo.

Sofreu muito nesse periodo? Foi aprendizado...

Chorou muito? Foi limpeza da alma...

Ficou com raiva das pessoas? Foi para perdod-las um dia...
Sentiu-se sé por diversas vezes? E porque fechaste a porta até para os anjos...
Acreditou que tudo estava perdido? Era o inicio da tua melhora...

Pois é... agora é hora de reiniciar... de pensar na luz

De encontrar prazer nas coisas simples de novo.

Que tal

Um corte de cabelo arrojado... diferente?

Um novo curso.. ou aquele velho desejo de aprender pintar, desenhar, dominar o
computador... ou qualquer outra coisa.

Olha quanto desafio... quanta coisa nova nesse munddo de meu Deus te esperando!
Ta se sentindo sozinho? Besteiral Tem tanta gente que vocé afastou com o seu "periodo
de isolamento"...

Tem tanta gente esperando apenas um sorriso teu para "chegar" perto de voce.
Quando nos trancamos na tristeza...

Nem nds mesmos nos suportamos... Ficamos horriveis...

O mau humor vai comendo nosso figado... Até a boca fica amarga.

Recomegar... hoje é um bom dia para comegar novos desafios.

Onde vocé quer chegar? Ir alto? Sonhe alto... Queira o melhor do melhor!

Queira coisas boas para a vida...

Pensando assim trazemos prd nés aquilo que desejamos.

Se pensamos pequeno, coisas pequenas teremos...

Mas se desejarmos fortemente o melhor e principalmente lutarmos pelo melhor.
O melhor vai se instalar na nossa vida.

E € hoje o dia da faxina mental...

Joga fora tudo que te prende ao passado...

Ao mundinho de coisas tristes... fotos... pegas de roupa, papel de bala...

ingressos de cinema, bilhetes de viagens...

e toda aquela tranqueira que guardamos quando nos julgamos apaixonados...

jogue tudo fora... mas principalmente: esvazie seu coragdo,

fique pronto para a vida... para um novo amor...

Lembre-se somos apaixondveis...

somos sempre capazes de amar muitas e muitas vezes...

Afinal de contas... Nés somos o "Amor"...

Porque sou do tamanho daquilo que vejo, e ndo do tamanho da minha altura”.

Carlos Drummond de Andrade
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RESUMO
UTILIZACAO DA RMN ALIADA A METODOS QUIMIOMETRICOS NA ANALISE DE
MEIS E AGUARDENTES. A apicultura no Brasil tem-se expandido muito nos ultimos
anos, tornando este pais um dos maiores exportadores mundiais de mel. A cadeia
produtiva de aguardente também encontra-se em expansao, firmando esta bebida
como um importante produto do agronegdcio brasileiro. Por isto, o controle de
qualidade destes produtos é indispensavel. O presente trabalho descreve o uso da
técnica SNIF-NMR e de métodos quimiométricos aplicados aos dados de RMN de 'H
objetivando-se verificar as diferencas quimicas relacionadas a autenticidade das
amostras. Utilizando-se a técnica SNIF-NMR, observou-se que a relacao isotépica
da metila do etanol (*H/'H), refletiu a origem biossintética dos carboidratos
produzidos pelas plantas (mecanismos C3, C4 ou CAM usados na fixacdo do COy).
Na analise dos méis, houve uma boa diferenciacao entre aqueles produzidos a partir
de plantas C3 (eucalipto, laranjeira, assa-peixe, jatai e silvestres), com valores de
(®H/'H), préximos a 100 ppm (partes por milhdo) e os obtidos de plantas C4 (cana-
de-acucar), com valores aproximadamente 12 ppm maiores. Algumas amostras
comerciais apresentaram valores proximos aos dos méis de cana-de-agucar. Na
andlise das aguardentes observou-se também uma discriminagdo em torno de 12
ppm entre aquelas originadas das plantas C3 (uva, banana e mandioca) e C4 (cana-
de-acucar e milho). As aguardentes obtidas de plantas CAM (abacaxi) apresentaram
valores intermediarios. As de mel mostraram-se similares as de plantas Cs, enquanto
que as comerciais de coco, banana, péssego e abacaxi (plantas C3) apresentaram
valores proximos aqueles obtidos para as de cana-de-aglUcar. A aplicacdo da
quimiometria aos espectros de RMN de 'H distinguiu os méis de eucalipto, de
laranjeira e silvestres produzidos no estado de Sao Paulo. Aqueles com
comportamento anémalo também discriminaram-se, mostrando sinais de acido
citrico e HMF. Os métodos de classificacdo KNN, SIMCA e PLS-DA forneceram
bons resultados na atribuicdo da classe dos méis comerciais. Os méis das diferentes
regides brasileiras ndo puderam ser discriminados, pois mostraram-se semelhantes.
Ja aqueles adulterados e de diferentes tipos foram discriminados. Na analise dos
espectros de RMN de 'H das aguardentes os diferentes tipos foram separados. As
aguardentes de cana-de-acucar com limdo e de mandioca discriminaram-se. Os
espectros de 'H das aguardentes adulteradas de banana, coco, péssego e abacaxi

sao semelhantes, sugerindo que foram produzidas usando a mesma matéria-prima.
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ABSTRACT
NMR AND CHEMOMETRICS ON HONEYS AND AGUARDENTES ANALYSIS.
Apiculture has been increasing a lot in the last years in Brazil, which already is one of
the greatest exporters of honey. Productive chain of aguardentes has also risen, and
both products are considerably important in Brazilian agribusiness. Therefore, the
quality control of these products is essential. The present work describes the use of
SNIF-NMR technique and chemometric methods applied to 'H NMR data aiming to
evaluate chemical differences that are related to samples authenticity. Using SNIF-
NMR technique, it was observed that the isotopic ratio of the methyl group from
ethanol (?H/'H), is related to the biosynthetic origin of carbohydrates produced by
plants (C3, C4 and CAM mechanisms used to CO; fixation). In honeys analysis, was
observed a good discrimination between those produced by Cs plants (eucalyptus,
citrus, assa-peixe, Jatai and wildflowers) and those from C4 plants (sugarcane). Cs
plants showed (*H/'H), values near 100 ppm (parts per million) and from C, plants
showed higher values, in approximately 12 ppm. Some commercial samples
presented (*H/'H); values near those determined for sugarcane honeys. In
aguardentes analysis, a discrimination of approximately 12 ppm between those from
Cs (grape, banana and cassava) and C4 (sugarcane and maize) plants was also
observed. Aguardentes from CAM plants (pineapple) showed intermediate values.
(®H/'H), data of honey aguardentes were similar to those of Cs plants. For banana,
peach, coconut and pineapple commercial samples (from Cs plants), (*H/'H), values
were similar to those of sugarcane aguardentes. Chemometrics applied to '"H NMR
spectra data allowed the discrimination among honeys from eucalyptus, citrus and
wildflowers, which were produced in Sdo Paulo state. Moreover, honeys, which
showed anomalous behaviour, were discriminated due to citric acid and HMF
presence. KNN, SIMCA and PLS-DA methods were suitable for classification of
commercial honeys from this state. Honeys from different Brazilian regions could not
be discriminated since they showed very similar characteristics. However,
adulterated and different types of honeys were discriminated. PCA and HCA
analyses applied to '"H NMR spectra of aguardentes allowed to discriminate the
different types of such samples. Sugarcane with lemon aguardentes and cassava
aguardentes were distinguished. Adulterated aguardentes from banana, peach,
coconut and pineapple showed 'H NMR spectra quite similar, what suggested that

they were made from the same raw material.
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Capttuto 1 Introdugio

1.1 - O mel

A apicultura no Brasil tem-se expandido muito nos ultimos anos, o que
resultou no reconhecimento do pais como um dos maiores exportadores mundiais
de mel, com vendas para varios paises da Europa, além de Estados Unidos e Japao
(SEBRAE AGRONEGOCIOS, 2006). Devido a isto, é importante ter um controle da
qualidade do produto e, principalmente, saber exatamente o que esta sendo
oferecido ao mercado internacional, certificando e agregando valores aos méis
nacionais, de tal forma que o Brasil ndo seja somente um fornecedor de matéria-
prima para as industrias alimenticia e farmacéutica.

A legislacao brasileira atual, que é regida pela Instrucdo Normativa n®
11, de 20 de outubro de 2000, do Ministério da Agricultura e do Abastecimento,
define o mel como sendo: “O produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas,
a partir do néctar das flores ou das secregdes procedentes de partes vivas das
plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre suas
partes vivas, que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias
especificas préprias e deixam madurar nos favos da colméia” (BRASIL, 2000).

O néctar das flores é a matéria-prima para a producdo de méis florais,
sendo estes 0s mais apreciados e que alcangcam os maiores valores no mercado. O
mel floral pode ser monofloral, quando o néctar é coletado de uma Unica espécie
vegetal; polifloral, se mais de uma espécie de plantas contribui com o néctar; ou
silvestre, que caracteriza-se por ser um mel polifloral produzido quando varias
espécies nativas contribuem com o néctar (MOREIRA e DE MARIA, 2001).

O mel de melato é obtido, principalmente, a partir das secre¢des das
plantas ou de excrecdes de insetos sugadores de plantas (BRASIL, 2000), diferindo
do mel floral em varios aspectos: possui menores teores de glucose e de frutose,
maiores teores de oligossacarideos, compostos nitrogenados e sais minerais e
maior pH (CAMPOS et al., 2003).

A composicado do mel € bastante variavel e tem relagédo direta com a
solucdo de carboidratos que a abelha coletou para produzi-lo. Seus componentes
principais sdo os monossacarideos glucose e frutose, que juntos compbéem cerca de
70% do total, e sdo facilmente assimilaveis; mas também existem pequenas
quantidades de dissacarideos, predominantemente a sacarose e a maltose; e 17% a
20% de agua (ESTI et al., 1997 e DE MARIA e MOREIRA, 2003).
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Cappttuto 1 Sntrodugio

Segundo DE MARIA e MOREIRA (2003), o mel apresenta
propriedades medicinais, como propriedades antioxidante e antisséptica, que
geralmente estdo relacionadas a presenca de compostos fendlicos e a enzima
glucose oxidase, a qual catalisa a oxidacao da glucose, com concomitante producéo
de perbxido de hidrogénio, um forte agente oxidante que ataca o envoltério de

microrganismos.

1.1.1 — Producao de mel

Na tabela 1.1-1 estdo relacionados alguns dos maiores produtores
mundiais de mel, de 2002 a 2006. Estes dados foram fornecidos pela Organizacao
para a Alimentacao e a Agricultura das Nagdes Unidas (FAO-ONU, 2008).

TABELA 1.1-1. Produgao mundial de mel, de 2002 a 2006

Toneladas/Ano

Pais
2002 2003 2004 2005 2006

China 267.830 298.197 301.465 303.439 306.500
Estados Unidos 77.890 82.431 83.272 72.927 70.238
Argentina 83.000 75.000 87.690 93.415 93.415
Espanha 35.722  35.279 36.695 27.230 30.000
Canada 37.072  34.602 34.241 36.109 43.033
Brasil 23.995 30.022 32.290 33.750 33.750

Fonte: FAO-ONU, 2008.

A China mantém o posto de maior produtor de mel (306,5 mil toneladas
em 2006), com uma quantidade nove vezes maior que a do Brasil (33,75 mil
toneladas no mesmo ano). No entanto, analisando-se a producao dos demais paises
apresentados na tabela 1.1-1, observa-se que eles também produzem quantidades
muito menores que a da China, estando mais préximas a do Brasil.

Segundo a FAO-ONU (2008), a producado nacional de mel teve um
aumento significativo do ano de 2002 para o de 2003, tendo crescimentos menores
de 2003 para 2004 e de 2004 para 2005. Além disto, a producao em 2006 manteve-
se igual a de 2005. Entretanto, as informacdes fornecidas pelo Instituto Brasileiro de
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Geografia e Estatistica (IBGE, 2008) mostram numeros diferentes para o ano de

2006, como pode ser verificado na tabela 1.1-2.

Tabela 1.1-2. Producéo nacional de mel, de 2002 a 2006

Grandes Regioes e Toneladas/Ano
Unidades da Federacao 2002 2003 2004 2005 2006
Brasil 23.995 30.022 32.290 33.751 36.193
Norte 371 510 519 654 674
Rond6nia 192 194 102 111 130
Acre 3 5 4 4 4
Amazonas 1 1 1 1 1
Roraima 12 70 122 202 160
Para 92 149 200 224 261
Tocantins 71 91 90 112 118
Nordeste 5.562 7.968 10.401 10.911 12.103
Maranhao 158 286 436 517 559
Piaui 2.222 3.146 3.895 4.497 4.196
Ceara 1.373 1.896 2.933 2.312 3.053
Rio Grande do Norte 247 373 515 448 585
Paraiba 41 59 73 88 264
Pernambuco 577 653 883 1.029 1.162
Alagoas 15 86 116 184 164
Sergipe 56 50 55 61 73
Bahia 873 1.419 1.495 1.775 2.047
Sudeste 5.101 5.335 5.187 5.272 5.805
Minas Gerais 2.408 2.194 2.134 2.208 2.482
Espirito Santo 276 312 353 333 403
Rio de Janeiro 360 375 367 335 378
Séo Paulo 2.057 2.454 2.333 2.396 2.542
Sul 12.278 15.357 15.266 15.816 16.422
Parana 2.844 4.068 4.348 4.462 4.612
Santa Catarina 3.829 4.511 3.601 3.926 3.990
Rio Grande do Sul 5.605 6.778 7.317 7.428 7.820
Centro-Oeste 683 852 917 1.098 1.189
Mato Grosso do Sul 334 407 366 451 485
Mato Grosso 175 241 300 375 365
Goias 155 179 225 245 308
Distrito Federal 19 25 26 27 31

Fonte: IBGE, 2008.
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Segundo o IBGE (2008), de 2002 a 2006 a producao brasileira de mel
aumentou 50,84%. Este crescimento representa a grande expanséo da atividade no
Nordeste, que evoluiu de uma participacédo de 23,18% para 33,44% do total nacional
e a grande producédo do Sul, que representava 51,17% em 2002 e que em 2006
produziu 45,37% do total nacional, mas que continua sendo a maior regiao
produtora. As outras regides também apresentaram um aumento na producdo, mas
de forma menos significativa.

O valor das exportacées do mel nacional em 2001 era de apenas 2,8
milhdes de délares, o que nao era suficiente para que o Brasil aparecesse na lista
dos maiores exportadores mundiais (com pouco mais de 1% do total). Ja em 2002, o
pais surge com um lucro nas exportacées de 23,1 milhdes de ddblares, sendo um
reflexo da valorizacao do mel brasileiro (Aliceweb, MDIC, 2008).

Entretanto, a partir de 2005 as exportagdes de mel diminuiram como
consequéncia do embargo europeu que exigiu um maior controle de qualidade do
mel nacional (tabela 1.1-3). Observa-se também que as importagcdes de mel

mantém-se em um numero pequeno quando comparado com as exportacoes.

Tabela 1.1-3. Exportagdes e importacdes brasileiras de mel, de 2004 a 2007

Ano
Mel 2004 2005 2006 2007
Ton. Mil Ton. Mil Ton. Mil Ton. Mil
US$ US$ US$ US$
Exportagdes 21.029 42303 14.442 18.940 14.602 23.373 12.907 21.194
Importagdes 38 98 18 24 18 43 4 9

Fonte: CONAB, 2008.

No entanto, em maio de 2008, o valor das exportagdes nacionais de
mel, US$ 4,15 milhdes, foi o maior dos ultimos quatro anos. O valor médio pago pelo
mel exportado, US$ 2,46/kg, foi recorde e vem acumulando altas sucessivas desde
janeiro de 2008. O balanco das exportacdes de mel nos primeiros cinco meses deste
ano também continua positivo, em relacdo ao mesmo periodo de 2007, sendo que a
receita das exportacoes, US$ 14,01 milhdes, cresceu 57,6% e as quantidades
comercializadas, 6,52 mil toneladas, aumentaram 14,4% (SEBRAE, 2008).

Apesar da suspensao do embargo do mel ja ter sido oficializada no
Diario Oficial da Unido Européia do dia 14/03/2008, até o0 més de maio o Brasil ndo



Cappltuto 1 ntwodugio

realizou nenhuma exportacédo para a Europa. Por isto, em maio de 2008, o principal
destino das exportagcdes nacionais de mel era 0 mercado americano, que gastou
US$ 3,76 milhdes em importagdes, representando quase 91% do valor total
comercializado com o mercado externo. Nos primeiros cinco meses de 2008, as
exportacoes para os EUA totalizaram US$ 12,43 milhdes, equivalentes a 5,79 mil
toneladas de mel, representando um aumento de mais de 55,1%, em relacdo ao
mesmo periodo do ano anterior (SEBRAE, 2008).

Em maio de 2008, o estado de S&o Paulo continuou sendo maior
exportador de mel, com US$ 1,69 milhdes exportados, respondendo, sozinho, por
40,7% das exportacdes brasileiras. No acumulado dos cinco primeiros meses deste
ano, os cinco estados que mais exportaram foram: Sdo Paulo, Parana, Ceara, Rio
Grande do Sul e Piaui (tabela 1.1-4). Nesta tabela também esta mostrado o melhor

preco pago pelo mel comercializado por estes estados em maio de 2008.

Tabela 1.1-4. Exportagdes brasileiras de mel, de janeiro a maio de 2008, e melhor
preco em maio de 2008

Estado Exportacoes (Mil US$) Melhor preco (US$/Kg)
janeiro a maio 2008 maio 2008

Sao Paulo 4.889 2,35

Parana 2.417 2,37

Ceara 2.170 2,79

Rio Grande do Sul 2.167 2,50

Piaui 1.623 2,52

Fonte: SEBRAE, 2008.

1.2 - A aguardente

Nos ultimos anos a cadeia produtiva nacional de aguardente encontra-
se em expansao, firmando esta bebida como um importante produto do agronegécio
brasileiro. Embora detenha uma pequena participagdo no total, ela vem adquirindo
espaco crescente nas exportacdes. Por isto, o controle de qualidade da aguardente
torna-se indispensavel, sendo um critério importante para aumentar o interesse do

mercado internacional pelo produto.
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O termo aguardente foi regulamentado pelo artigo 90 do Decreto
Presidencial n® 2.314, de 04 de setembro de 1997, definindo-a como: “A bebida com
graduacao alcoolica de trinta e oito a cinqlienta e quatro por cento em volume, a
vinte graus Celsius, obtida pelo rebaixamento do teor alcodlico do destilado alcodlico
simples, ou pela destilacdo do mosto fermentado” (BRASIL, 1997), sendo que o
ultimo é o método mais usado para a sua fabricagao.

No entanto, em 02 de outubro de 2003 foi criado um novo Decreto
Presidencial, de n® 4.851, que rege que a aguardente terd a denominacdo da
matéria-prima de sua origem (BRASIL, 2003). Este decreto auxiliou na
regulamentacdo de aguardentes como as de banana, abacaxi, péssego e outras,
cuja producdo esta aumentando e que com a definicdo anterior ndo eram bem
regulamentadas.

A legislacdo brasileira limita em 5 mg L o teor de cobre em bebidas
destiladas, entretanto a legislagdo de outros paises ndo tolera mais que 2 mg L™ de
cobre nos destilados alcodlicos (CARDOSO et al.,, 2003), uma vez que o cobre
conduz a contaminacao do destilado por ions cuprico (LIMA-NETO et al.,, 1994).
Embora na concentragdo de 5 mg L™ o cobre ndo possa ser considerado téxico, a
sua presenca contribui para ressaltar o sabor acido na bebida.

Em um estudo recente, ANDRADE-SOBRINHO et al. (2002)
observaram uma tendéncia a correlagdo entre o teor de carbamato de etila e o
material do alambique, indicando a participagdo do cobre na formacao de carbamato
de etila. No entanto, NEVES et al. (2007) desenvolveram um método simples e
eficiente para eliminar o cobre das aguardentes fazendo-se um tratamento com
CaCO3; ou MgCOs. Além disto, os principais compostos organicos volateis das
aguardentes destiladas em destiladores de cobre e de aco inox (aldeidos, acetona,
acidos carboxilicos, alcoois e ésteres) foram analisados quantitativamente por
NASCIMENTO et al. (1997).

1.2.1 — Producao de aguardente

De acordo com o Instituto Brasileiro da Cachaca (IBRAC, 2008) e a
Associacao Brasileira de Bebidas (ABRABE, 2008), o Brasil reune cerca de 40 mil
fabricantes, aproximadamente quatro mil marcas e tem capacidade para produzir 1,2
bilhdes de litros de cachaca por ano. O estado de Sdo Paulo é o mais produz,

8
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representando 44% do total nacional, seguido por Ceara (12%), Pernambuco (12%),
Minas Gerais (8%) e Paraiba (8%). Desse total, 70% sao representados pela
cachaca industrial (980 milhdes de litros) e 30% pela cachaca de alambique
(SEBRAE, 2008).

Sao Paulo tem uma longa tradicdo na producao de aguardente. No
estado operam 850 empresas distribuidoras, com faturamento anual estimado em
R$ 5,0 bilhdes. O intenso programa de pesquisas em cana-de-agucar, desenvolvido
em funcdo de demandas do préprio setor sucro-alcooleiro, e o carater industrial da
atividade fazem com que a produtividade da aguardente paulista alcance a média de
150 litros por tonelada de cana, contra 100 litros por tonelada obtidos em Minas
Gerais (SEBRAE, 2008).

No territério nacional, o mercado de bebidas, em relagdo ao volume,
esta dividido entre cerveja (88,8%) e a cachaca (6,6%), ficando o restante do
mercado para as demais bebidas (4,6%) (ABRABE, 2008).

A quantidade de cachaca exportada cresceu de 5,5 milhdes de litros
em 1998 para 14,5 milhdes de litros em 2002 (tabela 1.2-1) e, se comparada a
producdo nacional, corresponde a apenas 1% do que €& produzido anualmente.
Comparando-se as vendas de janeiro a maio de 2007 e o mesmo periodo em 2008,
houve um crescimento de aproximadamente 37% em valor (US$ 6,9 milhdes) e 46%
em volume (4,6 milhdes de litros). A previsdo para o restante do ano de 2008 é que

o crescimento continue (IBRAC, 2008).

Tabela 1.2-1. Valores das exportacdes nacionais de cachaca, de 2002 a 2007

Ano Quantidade (Mil L)  Valor (Mil US$) Preco médio (US$/L)

2002 14.535 8.722 0,60
2003 8.664 9.008 1,04
2004 8.607 11.072 1,29
2005 10.343 12.412 1,20
2006 11.323 14.400 1,27
2007 9.052 13.830 1,53

Fonte: Aliceweb, MDIC, 2008.

Na Tabela 1.2-1 observa-se, também, uma trajetéria crescente para o
valor exportado pelo Brasil. De um total de US$ 8,72 milhdes registrados no ano de

9
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2002, passou para um montante igual a US$ 13,83 milhdes em 2007. Este aumento
no valor exportado é um reflexo do valor pago pelo litro de cachaga, que aumentou
consideravelmente, devido as estratégias de venda do governo brasileiro indicando-
a como bebida tipica do Brasil e, com a regulamentacéo da sua qualidade.

Com relacdo ao destino internacional da cachaga brasileira, a
Alemanha encontra-se no topo do ranking dos paises importadores da bebida, com
22,1% da quantidade total exportada em 2007 (tabela 1.2-2). No total, a bebida foi
exportada para mais de 50 paises (IBRAC, 2008).

Tabela 1.2-2. Maiores compradores de cachaga brasileira, em 2007

Pais Quantidade (%)
Alemanha 22,1
Paraguai 11,6
Uruguai 9,2
Portugal 8,8
Franca 7,3

EUA 7,1
Espanha 4.4

Fonte: Aliceweb, MDIC, 2008.

1.3 - Ressonancia Magnética Nuclear — RMN

Alimentos, como o0 mel e a aguardente, sdo produtos susceptiveis a
adulteracdes utilizando-se matérias-primas de baixo custo para aumentar a
quantidade do produto de maior valor comercial. Por isso, é de extrema importancia
que sejam garantidas as suas qualidades e para isto é indispensavel a utilizacao de
ferramentas analiticas que possam fazer este controle.

Os trabalhos até entdo desenvolvidos a respeito do controle da
qualidade do mel dao especial atencdo a uma determinada substancia ou grupos de
substancias. LEITE et al. (2000) mostraram as propor¢cdes de dez oligossacarideos
em 70 méis auténticos brasileiros de diferentes origens florais. COTTE et al., 2003
analisaram os carboidratos presentes nos méis utilizando-se duas técnicas

(cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa), e fazendo-se uso
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de métodos quimiométricos detectaram a adicdo de xaropes industriais aos méis.
MOREIRA e DE MARIA (2001) fizeram uma revisdo sobre a composicao, origem e
importancia dos carboidratos presentes nos méis. WEIGEL et al. (2004) observaram
pela primeira vez compostos 1,2-dicarbonilados (3-desoxiglucosulose, metilglioxal e
glioxal) em 21 amostras de méis.

Além disto, varias técnicas analiticas tém sido aplicadas com sucesso
na investigagdo dos constituintes quimicos dos méis, tais como: condutometria
(DEVILLERS et al., 2004), espectroscopia na regiao do infravermelho (PARADKAR
e IRUDAYARAJ, 2001 e SIVAKESAVA e IRUDAYARAJ, 2001) e infravermelho
préximo (WOODCOCK et al., 2007), espectrometria de massas (GIRADON et al.,
2000 e PADOVAN et al., 2003), cromatografia liquida de alta eficiéncia (KOSHIO e
MURADIAN, 2003), entre outras (RUIZ-MATUTE et al., 2007).

Com relagdo as aguardentes, algumas técnicas também tém sido
utilizadas na analise de sua composi¢cao quimica, como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (TFOUNI et al., 2007), cromatografia gasosa (CARDOSO et al., 2003
e CARDOSO et al, 2004), espectroscopia na regidao do infravermelho
(LACHENMEIER, 2005; LACHENMEIER et al., 2005 e LACHENMEIER, 2007),
espectroscopia de plasma acoplada indutivamente - ICP (KOKKINOFTA e
THEOCHARIS, 2005).

A RMN de alta resolugdo é a uma técnica que dispensa processos,
como extracdo e purificacdo das substancias durante o processo de preparacéao da
amostra, sendo um procedimento facil, rapido e ndo degradativo (CAZOR et al.,
2006 e CALIGIANI et al., 2007). Além disto, ela € muito usada para obter informacao
estrutural de compostos organicos, podendo ser util na investigacdo de misturas
complexas, como os alimentos (GIL et al., 2000 e PETRAKIS et al., 2005).

A aplicacdao da RMN na identificagdo dos constituintes quimicos em
alimentos sem o seu prévio isolamento tem sido de grande sucesso. SANDUSKY e
RAFTERY (2005) utilizaram a técnica TOCSY seletivo para identificar os compostos
minoritarios do mel, tais como os aminoacidos. CALIGIANI et al. (2007) elucidaram
as diferentes classes de compostos presentes nos vinagres, em particular vinagres
balsamicos italianos, realizando espectros de RMN de 'H dos vinagres e dos
compostos puros.

Em 2005, SOBOLEV et al. aplicaram as técnicas de RMN de 'H,
COSY, TOCSY, HSQC, HMBC e DOSY na identificacao dos metabdlitos presentes

11
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em folhas de alface. Um grande nimero de metabdlitos sollveis em agua, tais como
carboidratos, polidis e aminoacidos, e em solventes organicos, como esterdis, acidos

graxos, carotendides, entre outros, foi identificado.

1.3.1 — Site Specific Natural Isotopic Fractionation studied by Nuclear
Magnetic Resonance — SNIF-NMR

A Ressonéancia Magnética Nuclear pode contribuir significativamente
para a determinacdo da autenticidade quanto a origem geografica e/ou biossintética
dos alimentos, através das medidas da relacdo isotépica, ?H/'H, em abundancia
natural, para sitios moleculares especificos. Esta verificacao é feita empregando-se
uma técnica conhecida como SNIF-NMR, que foi desenvolvida para detectar a
adicdo de carboidratos n&o declarados no vinho, com o objetivo de aumentar o seu
teor alcodlico, em um processo que é chamado de enriquecimento ou chaptalization
(MARTIN et al., 1988 e PIONNIER et al., 2003).

A técnica SNIF-NMR também tem sido utilizada para verificar a
autenticidade de outros alimentos, como por exemplo, sucos de frutas (MARTIN et
al., 1995; OGRINC et al,, 2003 e MARTIN, 2005), vinagres (HERMANN, 2001 e
BOFFO e FERREIRA, 2006), cafés (DANHO et al, 1992) e tequila (BAUER-
CHRISTOPH et al., 2003).

Na verificacdo da autenticidade de méis e aguardentes o composto
analisado é o etanol e que possui trés isotopdmeros monodeuterados observaveis
em abundancia natural (MARTIN et al., 1983). O deutério (D) pode estar localizado
nos sitios metilico (1), metilénico (1) ou hidroxilico (Ill) do etanol:

CH.DCH-0H (1)
CH3CHDOH (1)
CH3CH2OD (l11)

Devido a baixa abundancia natural do deutério em relacdo ao
hidrogénio, a probabilidade de se ter uma espécie bideuterada é muito pequena e
pode ser ignorada (COLQUHOUN e LEES, 1998).

As razdes (*H/'H); e (®*H/'H)y, associadas aos sitios metilico (1) e
metilénico (II) do etanol, sdo medidas por RMN utilizando-se um padrao de contetdo
isotépico conhecido e podem ser calculados com base na equacao 1 (ZHANG et al.,
2000; MARTIN et al., 1991).
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' 1t Pt mt M (CHY )
qi—l—p P* m* M"\'H equagao 1

em que:
(ZH/IH)? : Relagao isotdpica no sitio i do composto de estudo, A.

(ZH/IH)P : Relacdo isotdpica do padrao.
I"e I: Area dos sinais de RMN de ?H do padréo e do sitio i de A, respectivamente.
P” e P": Numero de hidrogénios do padréo e do sitio i de A, respectivamente.

m” e m": Massa do padrdo e de A, respectivamente.

M"” e M*:Massa molar do padrdo e de A, respectivamente.

Um padréao interno ideal é aquele que esta disponivel em uma forma
altamente pura, que é estavel e quimicamente inerte em relacdo ao solvente e a
amostra. E importante que ele seja ndo volatil, ndo higroscépico e solivel no
solvente de escolha. Preferencialmente, deve apresentar um singleto intenso em
uma regido livre de sinais, mas que esteja suficientemente préximo e nao se
sobreponha aos sinais de interesse no espectro de RMN (LEYDEN e COX, 1977 e
R1ZZO e PINCIROLI, 2005).

A tetrametiluréia (TMU) é um solvente excelente para a dissolucao de
substancias organicas, particularmente compostos aromaticos. Semelhante a
piridina é miscivel em todas as propor¢des ndo somente em agua, mas em todos 0s
solventes organicos comuns (LUTTRINGHAUS e DIRKSEN, 1964). Além disto, ela
apresenta uma relacao isotopica conhecida, 135 ppm, o que é indispensavel para a
utilizacédo da técnica SNIF-NMR (MARTIN et al., 1988).

1.3.1.1 — Espectroscopia de RMN de *H

A RMN de ?H é consideravelmente menos sensivel que a RMN de 'H
devido a baixa abundancia natural do deutério, 0,015%, com relagdo ao hidrogénio
(CLARIDGE, 1999 e ROBINS et al., 2003).

O nucleo de deutério, que é caracterizado por possuir um numero
quantico de spin igual a 1, possui um momento quadrupolar eléctrico (2,8 x 103" m?),
portanto, sua relaxacdo nuclear € governada por um mecanismo quadrupolar

(BRAUN et al., 1996), que é responsavel pelo alargamento de linha no seu espectro.
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No entanto, a predominancia deste mecanismo é favoravel do ponto de vista
quantitativo, uma vez que as contribuicdes dipolares sao despreziveis e ndo ha
nenhum aumento da intensidade dos sinais pelo efeito Overhauser nuclear quando o
desacoplamento do hidrogénio é aplicado. Desta forma, as areas dos sinais medidas
no espectro convenientemente desacoplado sao proporcionais ao numero de
atomos de deutério. Este comportamento é uma vantagem para a medida da razao
isotopica exata do hidrogénio (MARTIN et al., 1992).

A obtencdo dos espectros de RMN de ?H em condi¢des quantitativas
requer cuidados especiais em relacao aos parametros de aquisicao e de tratamento
dos dados. Um dispositivo para estabilizacdo da freqiéncia do campo magnético,
geralmente um Jock de '°F, é requerido para evitar deslocamentos do campo
magneético e subsequente alargamento dos sinais. Além disto, o desacoplamento de
banda larga é aplicado para remover o desdobramento dos sinais referentes as
interacdes ?H — 'H, ja que a probabilidade de existirem espécies bideuteradas em
abundancia natural é extremamente baixa e, portanto, o acoplamento ?H — H pode
ser ignorado (COLQUHOUN e LEES, 1998).

No entanto, quando o deutério ndo esta disponivel para corrigir as
variagdes do campo magnético (lock), por exemplo, quando deseja-se observar este
nucleo, é necessario adquirir os dados sem lock. A realizagao destes experimentos é
possivel dentro de um intervalo de tempo limitado, que depende da velocidade de
deslocamento do campo magnético (driff) do espectrémetro (CLARIDGE, 1999).

1.3.1.2 — Verificacdo da autenticidade dos méis

Uma forma de aumentar a producédo de mel e que pode ser facilmente
executada é a alimentacdo das abelhas com uma solugdo aquosa de sacarose
quando elas estao fazendo a coleta do néctar. Outra forma é a adicdo de acucar
diretamente ao mel, fazendo com que a quantidade produzida seja aumentada. No
entanto, a instrugdo normativa n® 11 do Ministério da Agricultura rege que “ao mel
nao podem ser adicionados agucares e/ou outras substancias que alterem a sua
composicao original” (BRASIL, 2000). Portanto, estes atos se configuram em
adulteracoes.

Além disto, a distribuicdo de deutério em uma molécula de carboidrato

varia em fungdo do mecanismo biossintético usado na sua sintese, da quantidade de
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HDO (ou seja, hidrogénio, deutério e oxigénio) consumida pela planta, e das
condicbes ambientais onde a planta foi cultivada (CROSS et al., 1998). Por isso, as
plantas que sintetizam os carboidratos pelo ciclo C4 (ciclo de Hatch—Slack)
distribuem o deutério diferentemente das plantas que utilizam o ciclo Cs (ciclo de
Calvin) (OGRING et al., 2001).

Desta forma, o conteldo isotépico da metila do etanol, obtido através
da fermentacdo do mel, esta diretamente relacionado aquele da planta de onde o
néctar foi coletado pela abelha (MARTIN et al, 1986), sendo que estas plantas
podem seguir, predominantemente, os metabolismos biossintéticos Cs e C4
(PADOVAN et al., 2003 e COTTE et al., 2007). Portanto, a alimentagédo excessiva da
abelha com o agucar da cana-de-acucar (uma planta C4) causa um aumento no valor
da relacao isotdpica da metila, quando comparado aquele de um mel produzido a
partir do néctar de uma planta C3 (LINDNER et al., 1996).

1.3.1.3 — Verificacdo da autenticidade das aguardentes

Um tipo de adulteracdo que pode ser realizado com relagdo ao
aumento da producado dos diferentes tipos de aguardentes é fazer uma aguardente
de cana-de-acucar e a ela adicionar esséncias e corantes, que caracterizardo um
outro tipo de aguardente, como as de banana, mel e grapa. No entanto, este ato
desobedece ao Decreto Presidencial n® 4.851(BRASIL, 2003).

Como para o mel, o contetdo isotépico da metila do etanol, obtido
através da fermentacdo dos carboidratos no processo de producdo da aguardente,
esta diretamente relacionado aquele da planta que o deu origem. Desta forma,
obtém-se informacdes a respeito do tipo de matéria-prima foi usado na producgéo da
aguardente, sendo que elas podem pertencer as classes de plantas que fixam o CO,
atmosférico através dos metabolismos biossintéticos Cs, C4 € CAM (MARTIN et al.,
1986).

1.4 - Os Mecanismos Biossintéticos de Fixacao do CO,

As caracteristicas das plantas com relacdo ao seu mecanismo de

fixacdo do CO, tém levado a classificacdo das mesmas a trés grupos distintos:
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plantas Cz, C4, e CAM. Os dois primeiros grupos sdo nomeados com base em
estudos realizados expondo-se as plantas ao diéxido de carbono radioativo,
formando compostos de trés ou quatro atomos de carbono marcados
isotopicamente, dando o nome aos grupos. O terceiro grupo refere-se as plantas que

realizam o metabolismo do acido crassulaceo (CAM).

1.4.1 — A Fixacao do CO, em Plantas C;

Os pesquisadores M. Calvin, J. Bassham e A. Benson tracaram a rota
metabdlica da radioatividade do *CO, em culturas de células de algas, entre 1946 e
1953. A andlise das algas apés cinco segundos de exposicdo ao *CO, mostrou que
o primeiro composto radioativo estavel formado foi o acido 3-fosfoglicérico (3-
phosphoglyceric acid — 3PGA) (RABINOWITCH e GOVINDJEE, 1969), que foi
inicialmente marcado somente no seu grupo carboxila. A rota completa é conhecida
como ciclo de Calvin ou ciclo redutivo das pentoses-fosfato (VOET et al., 2006).

A fixacao do CO; pelo ciclo de Calvin (apresentada esquematicamente
na figura 1.4-1, pagina 17) ocorre em trés estagios:

O primeiro estagio é a reacdo de trés moléculas de CO, com trés
moléculas do receptor de cinco atomos de carbono, a ribulose-1,5-bifosfato (RuBP),
para formar seis moléculas de acido 3-fosfoglicérico (3PGA), com trés atomos de
carbono. Esta reagcdo € catalisada pela enzima ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco).

No segundo estagio, as seis moléculas de 3PGA sdo reduzidas para
formar seis moléculas de gliceraldeido-3-fosfato (18 atomos de carbono). A reagao
se da em duas etapas: a primeira € uma fosforilacdo do 3PGA, que acontece
adicionando-se um fosfato do ATP; e a segunda é uma reducdo do acido 1,3-
bifosfoglicérico, utilizando o NADPH. Uma molécula de gliceraldeido-3-fosfato pode
ser empregada na producédo de energia via glicélise e ciclo do acido citrico, ou
condensado em hexoses-fosfato, para ser utilizada na sintese do amido ou da
sacarose.

No terceiro estagio, cinco moléculas de gliceraldeido-3-fosfato séo
empregadas para regenerar trés moléculas de RuBP. Assim, o processo global é
ciclico e permite a continua conversao do CO, em triose e hexose-fosfato.
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FIGURA 1.4-1. Representagao esquematica do ciclo Cs;

1.4.2 — A Fixacado do CO, em Plantas C,

Em meados da década de 60 descobriu-se que, em algumas plantas, o
acido 3-fosfoglicérico (3PGA) nao era o primeiro intermediario no qual o CO,
radioativo era incorporado. H. Kortschak e depois M. Hatch e C. L. Slack
descobriram que, em tais plantas, que incluem a cana-de-acucar e o milho, os
acidos dicarboxilicos de quatro atomos de carbono (acidos oxalacético, malico e
aspartico) sao os primeiros produtos da fixacdo do CO.,. Estas plantas sao
chamadas de plantas C4 (VOET et al., 2006).

As folhas destas plantas tém uma anatomia caracteristica. Suas veias
menores sao concentricamente envoltas por uma camada de células denominadas
células da bainha vascular, as quais, por sua vez, sdo envoltas por uma camada de
células do mesdfilo.

A figura 1.4-2 (pagina 18) apresenta esquematicamente o ciclo Ca.
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FIGURA 1.4-2. Representagao esquematica do ciclo C,4

O ciclo inicia-se quando as células do mesdfilo absorvem o CO»
atmosférico, condensado-o com o acido fosfoenolpirivico para formar o &cido
oxaloacético, em uma reacdo catalisada pela enzima fosfoenolpiruvato-carboxilase
(PEP-carboxilase). O acido oxalacético é reduzido pelo NADPH ao acido malico, o
qual é transportado até as células da bainha vascular (0 nome C4 refere-se a este
ciclo de acidos de quatro atomos de carbono). Nestas células, o acido malico é
descarboxilado oxidativamente pelo NADP* para formar CO., &cido pirdvico e
NADPH. O CO. concentrado por este processo entra no ciclo de Calvin. Enquanto
isto, 0 acido pirtvico retorna as células do mesofilo, nas quais é fosforilado para
regenerar o acido fosfoenolpirdvico (LEHNINGER, 2006).

1.4.3 — A Fixacédo do CO, em Plantas CAM

Uma variante do ciclo C4, que faz uma separacéo temporal, em vez de
espacial, entre a assimilacdo do CO, e o ciclo de Calvin ocorre em muitas plantas
dos desertos, ou habitats sujeitos a secas periodicas (PIERCE et al., 2002). Este
processo € conhecido como metabolismo do acido crassulaceo (Crassulacean Acid
Metabolism — CAM), assim chamado por ter sido descoberto em plantas da familia
Crassulaceae (HALL et al., 1995).
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Estas plantas sdo caracterizadas por fecharem os seus estématos
(poros das folhas) durante o dia, para minimizar a perda de agua por transpiracao,
assimilando o CO, somente a noite e utilizando as rea¢des do mecanismo C4 (figura
1.3-2) para armazena-lo como acido malico. A grande quantidade de acido
fosfoenolpirivico necessaria para estocar o suprimento de CO, de um dia € obtido
pela degradacdo de amido via glicélise. No decorrer do dia, o acido malico é
degradado a CO, e &cido piravico. Desta forma, o CO, € incorporado ao ciclo de
Calvin e o0 &cido piravico € usado para ressintetizar o amido.

As plantas CAM sao, portanto, capazes de fazer a fotossintese com
uma minima perda de agua (VOET et al., 2006).

1.5 — Analise Quimiomeétrica em dados de RMN

A espectroscopia de RMN, que é uma técnica muito empregada na
analise de alimentos, apresenta a vantagem de mostrar em um Unico espectro todas
as possiveis classes de substancias presentes e em quantidades detectaveis (GIL et
al.,, 2003 e LOLLI et al., 2008). Entretanto, a grande quantidade de informacdes
obtida em um espectro de RMN de 'H pode dificultar a interpretagdo dos dados
quando um numero elevado de amostras € analisado. Neste sentido, os métodos
quimiométricos tém sido aplicados com sucesso em dados espectrais para reduzir a
sua complexidade e evidenciar as informac¢des mais relevantes (DEFERNEZ e
COLQUHOUN, 2003).

Desta forma, pode-se dizer que a quimiometria € uma disciplina da
quimica que usa métodos matematicos e estatisticos para maximizar as informacdes
que podem ser extraidas de um conjunto de dados, apresentando-as de forma mais
simplificada.

A RMN aliada a quimiometria tem sido empregada com sucesso na
analise de alimentos. Varios trabalhos ja foram publicados e, dentre muitas
aplicagdes, encontram-se: a discriminacdo entre tomates convencionais e
geneticamente modificados (LE GALL et al., 2003); a determinacéo da qualidade de
Oleos vegetais (PRESTES et al, 2007); o controle de qualidade de cervejas
(DUARTE et al., 2002); o estudo de vinhos de mesa (LARSEN et al, 2006); a

discriminagao entre sucos de grapefruit e laranja (CUNY et al., 2007 e CUNY et al.,
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2008); a diferenciagdo de vinagres balsamicos com diferentes periodos de
envelhecimento (CONSONNI e GATTI, 2004 e CONSONNI et al, 2008a); a
discriminagao entre diferentes tipos de méis (BOFFO et al., 2007) e a discriminacao
entre cafés dos tipos arabica e robusta (TAVARES et al., 2005).

A partir dos espectros de RMN é construida uma matriz de dados, na
qual os experimentos (amostras) sdo transformados em linhas e os parametros dos
experimentos (variaveis) correspondem as colunas. A matriz de dados originais X é
construida por n amostras e m variaveis (n x m). Em um conjunto de dados
espectroscopicos, as variaveis sdao os pontos utilizados no processamento do
espectro.

Nesta matriz de dados sao aplicados os métodos quimiométricos de
andlise exploratoria (Principal Components Analysis — PCA e Hierarchical Clusters
Analysis — HCA) e de classificacdo de amostras (K-Nearest Neighbor — KNN, Soft
Independent Modelling of Class Analogies — SIMCA e Partial Least Squares

Discriminant Analysis — PLS-DA), que estao ilustrados no esquema apresentado na

figura 1.5-1.
A
S|=e
a mB - .c
— Varidveis (38) - colunas — ‘
| PC1
wl . L_L ul JI J[LU,LLJL Grdfico de scores (PCA)
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El 1 b UM o 5
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gl T ol = c
o | ( I——
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Classificacdo de amostras
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FIGURA 1.5-1. Esquema ilustrativo dos métodos quimiométricos aplicados aos dados de
RMN

20



Cappttuto 1 Sntrodugio

1.5.1 — Analise Exploratéria de Dados

A andlise exploratéria dos dados destina-se a agrupar as amostras que
possuam caracteristicas comuns a um determinado grupo e distingui-las daquelas
com caracteristicas diferentes, auxiliando na identificacdo das que nao seguem o
padréao das demais, sendo chamadas de nao usuais ou outliers (FERREIRA et al.,
1999). Além disto, as correlacbes entre as varidveis sao analisadas
simultaneamente, permitindo a extracdo de uma quantidade maior de informacdes,
muitas vezes impossivel de obter-se quando analisa-se variavel a variavel (BEEBE
et al., 1998).

1.5.1.1 — Analise por Componentes Principais — PCA

A andlise por PCA é um método de analise multivariada, que consiste
em uma manipulacdo da matriz de dados com o objetivo de projetar dados n-
dimensionais em um espaco com poucas dimensdes, normalmente duas ou trés,
sendo obtidas por meio de combinacdes lineares das variaveis originais. Desta
forma, o objetivo principal da analise por PCA é a redugéo da dimensionalidade dos
dados, diminuindo a sua complexidade e ressaltando as informagbes mais
relevantes (DEFERNEZ e COLQUHOUN, 2003).

Neste método, os dados originais sdo representados por novas
variaveis (ou eixos) que sao chamadas de componentes principais (Principal
Components — PCs), sendo ortogonais entre si e construidos de forma que as
informacdes mais relevantes ficam contidas nas primeiras PCs, e as de menor
importancia, nas ultimas. A primeira PC é a combinacao das variaveis que explicam
a maior quantidade de variagdo dos dados. A segunda PC contém o maximo da
quantidade de variacdo nao explicada pela primeira e é independente dela. O
namero de componentes principais que pode existir esta relacionado ao niumero de
variaveis do conjunto, ndo podendo ultrapassar esse numero (MASSART et al., 2001
e WINNING et al., 2008).

Dois tipos de graficos podem ser gerados na analise por PCA, graficos
de scores e loadings (figura 1.5-2, pagina 22), cujos eixos sdo as PCs nas quais 0s
dados sdo projetados. Em um grafico de scores (figura 1.5-2A) cada ponto

corresponde a uma amostra. As distancias entre as amostras sdo aproximacoes das
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distancias no espaco multivariado; fazendo com que grupos (clusters) de amostras
similares possam ser detectados visualmente. No grafico de loadings (figura 1.5-2B)
cada ponto corresponde a uma variavel, e mostra as similaridades e as correlacdes
entre as mesmas. Além disto, este grafico evidencia quais varidaveis sao
responsaveis pelas posicoes relativas das amostras no grafico de scores. Variaveis
com valores pequenos de loadings estao localizadas perto da origem e tém em
média pouca influéncia sobre a estrutura dos dados. Uma varidvel com valores
elevados de /loadings para uma PC deslocarda a amostra para a regiao
correspondente a esta PC no grafico de scores (JALALI-HERAVI et al, 2004).

A 0 B a
0.0
0
b
o U O
o o C
d
] ] ¢ e
O O
PC1 PCA1

FIGURA 1.5-2. Um exemplo simples de gréficos de (A) scores e (B) loadings. O gréfico de
scores mostra dois grupos de amostras e uma anémala (outilier). No gréafico de loadings
pode-se ver que a variavel a é importante para a discriminagdo das amostras localizadas no
canto direito superior do gréafico de scores; as variaveis d, e e f sdo caracteristicas para as
amostras no canto inferior esquerdo; ja as variaveis b e ¢ estao proéximas a origem do
grafico de loadings e, portanto, tém uma pequena influéncia na discriminagao

1.5.1.2 — Andlise por Agrupamentos Hierarquicos — HCA

Esta é uma ferramenta excelente para analise preliminar dos dados
(BEEBE et al., 1998), sendo util para determinar a semelhanga entre amostras e
identificar aquelas que apresentam comportamento anémalo.

O método relaciona as amostras de forma que as mais semelhantes
sao agrupadas entre si com relacdo as variaveis usadas no processo de
agrupamento. Cada amostra é representada como um ponto no espaco de m

variaveis e, portanto, a questao fundamental reside em transformar a informacao de
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um espago m-dimensional para um espago bidimensional. O parametro usado neste
processo € a medida de distancia entre as amostras. Estas distancias, quando
visualizadas através de diagramas conhecidos por dendrogramas, indicam as
amostras mais semelhantes entre si, ou seja, quanto menor a distancia entre os
pontos, maior sera a semelhanca entre as mesmas (MASSART et al, 2001 e
BECKONERT et al., 2003).

Para proceder a analise por agrupamentos hierarquicos, € necessario
estabelecer o conceito de distancia entre duas amostras a e b (da) em um espaco
de m variaveis. Ha varias medidas usuais, entre elas a distancia Euclideana, que
pode ser determinada pela expressao matematica 2:

1/2
m

dyy=| D e, =x, ;

ab = Z Xaj ~Xp equacgéo 2
j=1

em que X, € a j-ésima coordenada da amostra a.

No método de andlise por agrupamento hierarquico as distancias entre
todas as amostras sdo calculadas e comparadas. Como as distancias reais entre as
amostras mudam com o tipo e o tamanho do conjunto de dados, é necessario
transforma-las numa escala de similaridade, que varia de um (amostras idénticas) a

zero (amostras sem similaridade) e é calculada segundo a equacao 3:

S =1-1dy, 1d 0 } equagao 3

em que Sy, € a similaridade entre as amostras a e b; dgy € a distédncia entre as
mesmas e dmax € a maior distancia entre todas as amostras.

Apés o calculo das similaridades as duas amostras mais proximas sao
conectadas formando um agrupamento. Este processo € repetido até que todas as
amostras sejam conectadas formando um unico grupo (BEEBE et al., 1998). Uma
vez que as amostras sdo conectadas pela proximidade entre elas, € necessario
definir a distancia entre uma amostra e um grupo ou entre grupos de amostras e ha
varias técnicas para tal. As mais usuais sdo: conexdo pelo vizinho mais proximo
(single linkage ou nearest neighbour); conexao pelo vizinho mais distante (complete
link ou farthest neighbour); conexao pela distancia média (average link).

Quando a distancia entre dois agrupamentos for obtida pela distancia
média, pode-se utilizar a média aritmética ou ponderada. No primeiro caso, cada

agrupamento tem o mesmo peso e no ultimo, o coeficiente de ponderagdo é
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correspondente ao niumero de elementos nos respectivos agrupamentos (clusters) e,

neste caso, o método € denominado incremental (MORGANO et al., 1999).

1.5.2 — Classificacao de Amostras

Os métodos de classificacdo de amostras sdao denominados
supervisionados (LAVINE e WORKMAN, 2006), uma vez que as amostras do
conjunto de treinamento, que possuem classes conhecidas, sdo usadas para
construir um modelo matematico, que é avaliado utilizando-se um conjunto de
validacdo independente ou externa (BEEBE et al.,, 1998). Apés isto, as amostras

desconhecidas sao classificadas usando-se os modelos construidos.

1.5.2.1 — K-Nearest Neighbor — KNN

O KNN é um método de classificacdo que determina a classe de uma
amostra desconhecida com base na distancia entre ela e seus vizinhos mais
préximos, cujas classes sao conhecidas e que sao chamados de amostras do
modelo ou amostras do conjunto de treinamento (LINDON et al., 2001).

Neste método, calcula-se a distancia entre a amostra desconhecida e
todas as amostras do modelo. Por comparacéo, os K-vizinhos mais préximos desta
amostra sdo escolhidos para votar. Cada um da um voto para a sua classe e, assim,
ela sera atribuida a classe com o maior numero de votos (BRERETON, 2002). Em
caso de empate, a amostra pertencera a classe com a menor distancia acumulada
(Pirouette®, 1985 — 2007).

A validacdo do modelo é feita usando um novo conjunto (amostras
teste), chamado de conjunto teste ou de validacao. A classificacdo de uma amostra
teste € feita com base na sua distancia aos K-vizinhos mais préximos do modelo. Ela
pertencera a classe com o maior numero de votos (BRERETON, 2002).

Apés as etapas de construcao e de validagdo do modelo, as amostras
desconhecidas poderao ser classificadas.

Uma caracteristica deste método é que ele obrigatoriamente classifica
a amostra como pertencente a uma das classes no conjunto de treinamento
(Pirouette®, 1985 — 2007).
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1.5.2.2 — Soft Independent Modeling of Class Analogy — SIMCA

Em contraste ao KNN, no método SIMCA cada classe do conjunto de
treinamento € submetida a uma analise por componentes principais. Em torno das
classes sao geradas hipercaixas, cujos limites sao definidos com relacao ao nivel de
confianga desejado, geralmente usa-se 95% (BRANDEN e HUBERT, 2005).

A amostra desconhecida é comparada a cada modelo de PCA (ALAM e
ALAM, 2005) e a sua atribuicdo é baseada na sua projecao no espaco dos scores e
na sua distancia dos limites das classes. Se o modelo nao tiver poder de
discriminagdo suficiente, a amostra pode ser atribuida a mais de uma classe, ou
ainda, quando ela for um outlier em relacdo ao conjunto de treinamento, néo

pertencera a nenhuma das classes (LINDON et al., 2001).
1.5.2.3 — Partial Least Squares Discriminant Analysis — PLS-DA

O PLS-DA é um método da regressao linear que relaciona dois blocos
de variaveis, X (variaveis independentes - conjunto de dados obtidos dos espectros
de RMN) e Y (gerado automaticamente a partir da variavel classe ja existente —
variaveis dependentes) (MASOUM et al., 2006 e MARTINA et al., 2007).

O bloco de variaveis Y consiste em um conjunto de varidveis binarias.
A cada amostra é atribuida um valor, 1 ou 0, dependendo se pertence ou nao a
classe representada por esta coluna. Portanto, o objetivo do método PLS-DA é
encontrar as direcdbes no espago multivariado X que separam as classes
conhecidas, baseadas no conjunto de treinamento (CIOSEK et al, 2005 e
WHELEHAN et al., 2006).

Os valores previstos pelo modelo PLS-DA serdo idealmente os valores
0 e 1, entretanto, na pratica estes valores se aproximam destes. E calculado um
valor limite entre os valores previstos (0,5), onde valores acima deste valor limite
indicam que a amostra pertence a classe modelada e valores previstos abaixo deste
limite indicam que a amostra nao pertence a classe modelada (GAVAGHAN et al.,
2002).
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2.1 - OBJETIVOS

Os objetivos principais da aplicagdo da RMN na analise dos méis
foram:

2.1.1) Utilizar a técnica SNIF-NMR para verificar a autenticidade das
amostras comerciais;

2.1.2) Aplicar os métodos de classificacdo, KNN, SIMCA e PLS-DA,
aos espectros de RMN de 'H para classificar os méis comerciais do estado de Sao
Paulo nas trés categorias: méis silvestres, de eucalipto e de laranjeira;

2.1.8) Aplicar os métodos de analise exploratoria, PCA e HCA, aos
dados de RMN de 'H para verificar a influéncia da regionalidade sobre as amostras
de méis e determinar as substancias responsaveis pela sua diferenciacao;

2.1.4) Discriminar os tipos de méis aplicando-se os métodos de analise
exploratéria dos dados aos espectros de RMN de '*C;

2.1.5) Elucidar alguns compostos majoritarios presentes no mel.
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2.2 — MATERIAIS E METODOS

Os espectros de RMN de 'H, 2H, '®C (usados na aplicacdo dos
métodos quimiométricos), gCOSY, gHSQC, gHMBC e TOCSY foram adquiridos em
um equipamento Bruker DRX400 de 9,4 Tesla (400,21 MHz para a frequéncia do
hidrogénio, 61,40 MHz para a do deutério e 100,64 MHz para a do carbono),
utilizando-se sondas de 5 mm com deteccao direta (BBO) e com deteccao inversa
(BBI), sendo esta equipada com gradiente de campo no eixo z e a temperatura de
298 K.

Os espectros de RMN de '3C utilizados na elucidagado estrutural foram
adquiridos em um equipamento Varian UNITYplus de 9,4 Tesla (399,96 MHz para a
frequéncia do hidrogénio e 100,58 MHz para a do carbono), utilizando-se uma sonda
de 10 mm com detecc¢éao direta e a temperatura de 298 K.

2.2.1 — As amostras

Foram analisados méis de eucalipto (Eucalyptus sp.), de laranjeira
(Citrus sp.), de assa-peixe (Vernonia sp.), silvestres, aqueles produzidos pela
alimentacdo da colméia com sacarose e os coletados em uma plantagcdo de cana-
de-acucar (Saccharum sp.). As amostras foram adquiridas comercialmente e de
fontes confiaveis, ou seja, de apicultores conhecidos e com garantia da procedéncia
das amostras.

A tabela 2.2-1 (pagina 31) apresenta a descricdo dos méis analisados
durante a realizacao dos estudos propostos nesta tese.

A amostra Glu1 é referente a uma mistura de glucose de mandioca e
acucar invertido e foi analisada com o intuito de verificar qual a semelhanca entre a
sua composi¢ao quimica e a dos méis produzidos pelas abelhas.

O mel de melato (Silv22) foi produzido quando as abelhas coletaram o
melato, que é um liquido doce secretado por insetos que alimentam-se do floema
das plantas chamadas de bracatingas (Leguminosae Mimosoideae Mimoso sp), que
sao cultivadas no estado de Santa Catarina (CAMPOS et al., 2003).

Os méis de jatai sao produzidos pelas abelhas Tetragonisca angustula
(SAWAYA et al., 2006), que sdo conhecidas por "abelhas indigenas sem ferrédo" por

possuirem o ferrdo atrofiado sendo, portanto, incapazes de ferroar. Deste tipo de
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mel foram analisadas trés amostras.
TABELA 2.2-1. |dentificag&o, classe e origem dos méis analisados

Amostra Classe Identificacao Estado Regiao
Euc1 Eucalipto Auténtico Séo Paulo Sudeste
Euc2 Eucalipto Auténtico Sao Paulo Sudeste
Euc3 Eucalipto Auténtico Sao Paulo Sudeste
Euc4 Eucalipto Auténtico Séo Paulo Sudeste
Euc5 Eucalipto Auténtico Sao Paulo Sudeste
Euc6 Eucalipto Auténtico Sao Paulo Sudeste
Euc7 Eucalipto Auténtico Séo Paulo Sudeste
Euc8 Eucalipto Comercial Séo Paulo Sudeste
Euc9 Eucalipto Comercial Sao Paulo Sudeste
Euc10 Eucalipto Comercial Sao Paulo Sudeste
Euc11 Eucalipto Comercial Séo Paulo Sudeste
Euci2 Eucalipto Comercial Séo Paulo Sudeste
Euc13 Eucalipto Comercial Sao Paulo Sudeste
Euc14 Eucalipto Comercial Séo Paulo Sudeste
Euc15 Eucalipto Comercial Minas Gerais Sudeste
Euc16 Eucalipto Auténtico Rio Grande do Sul Sul
Lar1 Laranjeira Auténtico Séo Paulo Sudeste
Lar2 Laranjeira Auténtico Séo Paulo Sudeste
Lar3 Laranjeira Auténtico Séo Paulo Sudeste
Lar4 Laranjeira Auténtico Séo Paulo Sudeste
Lar5 Laranjeira Auténtico Séo Paulo Sudeste
Lar6 Laranjeira Auténtico Séo Paulo Sudeste
Lar7 Laranjeira Auténtico Séo Paulo Sudeste
Lar8 Laranjeira Comercial Séo Paulo Sudeste
Lar9 Laranjeira Comercial Séo Paulo Sudeste
Lar10 Laranjeira Comercial Séo Paulo Sudeste
Lar11 Laranjeira Comercial Séo Paulo Sudeste
Lar12 Laranjeira Comercial Séo Paulo Sudeste
Lar13 Laranjeira Comercial Séo Paulo Sudeste
Lar14 Laranjeira Comercial Minas Gerais Sudeste
Lar15 Laranjeira Auténtico Rio Grande do Sul Sul
Silv1 Silvestre Auténtico Séo Paulo Sudeste
Silv2 Silvestre Auténtico Séo Paulo Sudeste
Silv3 Silvestre Auténtico Séo Paulo Sudeste
Silv4 Silvestre Auténtico Séo Paulo Sudeste
Silvs Silvestre Auténtico Séo Paulo Sudeste
Silvé Silvestre Auténtico Séo Paulo Sudeste
Silv7 Silvestre Auténtico Séo Paulo Sudeste
Silv8 Silvestre Comercial Séo Paulo Sudeste
Silv9 Silvestre Comercial Séo Paulo Sudeste
Silv10 Silvestre Comercial Séo Paulo Sudeste
Silvi1 Silvestre Comercial Séo Paulo Sudeste
Silv12 Silvestre Comercial Sao Paulo Sudeste
Silv13 Silvestre Comercial Séo Paulo Sudeste
Silvi4 Silvestre Comercial Séo Paulo Sudeste
Silv15 Silvestre Auténtico Parana Sul
Silv16 Silvestre Auténtico Parana Sul
Silv17 Silvestre Auténtico Parang Sul
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TABELA 2.2-1. continuacao
Amostra Classe Identificacao Estado Regiao
Silv18 Silvestre Auténtico Parana Sul
Silv19 Silvestre Comercial Rio Grande do Sul Sul
Silv20 Silvestre Auténtico Rio Grande do Sul Sul
Silv21 Silvestre Comercial Rio Grande do Sul Sul
Silv22 Melato Auténtico Santa Catarina Sul
Silv23 Silvestre Auténtico Rio Grande do Sul Sul
Silv24 Silvestre Auténtico Santa Catarina Sul
Silv25 Silvestre Comercial Mato Grosso do Sul Centro-Oeste
Silv26 Silvestre Comercial Goias Centro-Oeste
Silv27 Silvestre Comercial Goias Centro-Oeste
Silv28 Silvestre Auténtico Goias Centro-Oeste
Silv29 Silvestre Comercial Mato Grosso Centro-Oeste
Silv30 Silvestre Comercial Mato Grosso Centro-Oeste
Silv31 Silvestre Auténtico Mato Grosso Centro-Oeste
Silv32 Silvestre Comercial Mato Grosso do Sul Centro-Oeste
Silv33 Silvestre Comercial Mato Grosso do Sul Centro-Oeste
Silv34 Silvestre Comercial Mato Grosso do Sul Centro-Oeste
Silv35 Silvestre Comercial Pernambuco Nordeste
Silv36 Silvestre Comercial Alagoas Nordeste
Silv37 Silvestre Comercial Alagoas Nordeste
Silv38 Silvestre Comercial Rio Grande do Norte Nordeste
Silv39 Silvestre Comercial Ceara Nordeste
Silv40 Silvestre Comercial Ceara Nordeste
Silva1 Silvestre Comercial Roraima Norte
Silv42 Silvestre Comercial Amazonas Norte
Silv43 Silvestre Comercial Amazonas Norte
Silv44 Silvestre Auténtico Amazonas Norte
Silv45 Silvestre Auténtico Amazonas Norte
Silv46 Silvestre Auténtico Amazonas Norte
Silv47 Silvestre Auténtico Amazonas Norte
Silv48 Silvestre Auténtico Roraima Norte
Silv49 Silvestre Comercial Roraima Norte
Silv50 Silvestre Comercial Roraima Norte
AP1 Assa-peixe Auténtico Sao Paulo Sudeste
AP2 Assa-peixe Auténtico Séo Paulo Sudeste
Jatai1 Jatai Comercial Mato Grosso Centro-Oeste
Jatai2 Jatai Auténtico Mato Grosso Centro-Oeste
Jatai3 Jatai Auténtico Parana Sul
Acui Cana-de-agucar Auténtico Sao Paulo Sudeste
Acu2 Cana-de-agucar Auténtico Sao Paulo Sudeste
Acu3 Cana-de-agucar Comercial Sao Paulo Sudeste
Glu1 Glucose de mandioca Comercial Parana Sul

e acucar invertido
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2.2.2 — Verificagdo da autenticidade dos méis comerciais
empregando-se a técnica SNIF-NMR

Neste estudo foram analisados 70 méis, sendo que 14 foram de
eucalipto (Euc1 a Euci14), 15 de laranjeira (Lar1 a Lar15), 32 silvestres (Silvl a
Silv10, Silv15 a Silv30, Silv35 a Silv37, Silv42 a Silv44), dois de assa-peixe (AP1 e
AP2), trés de jatai (Jatai1l a Jatai3), trés de cana-de-acucar (Acul a Acu3) e a
glucose de mandioca e acgucar invertido (Glu1), cuja descricao esta mostrada na
tabela 2.2-1 (pagina 31).

A obtencdo de um espectro de RMN de ?H, com uma qualidade
satisfatoria, com o objetivo de observar a distribuicdo isotdépica de amostras
compostas de carboidratos, como o mel, € muito dificil, pois o espectro mostra-se
complexo e com muitos sinais sobrepostos. No entanto, quando o carboidrato é
fermentado, a distribuicdo isotépica do etanol resultante mantém as mesmas
caracteristicas da molécula que o originou (ZHANG et al., 1995). Assim, 0 espectro
de RMN de ?H do etanol sera muito mais simples que o do carboidrato e mantera as
informacgdes a respeito da fonte do acucar (CROSS et al., 1998). Desta forma, neste

trabalho, os méis foram fermentados e o etanol resultante foi analisado por RMN.
2.2.2.1 — Fermentacao dos méis e preparo das amostras

A fermentacdo dos méis foi feita utilizando-se 10 g de mel, 5 g do
fermento utilizado para a producdo de paes - Saccharomyces cerevisae (marca
fermix - Dona Benta) e 60 mL de 4gua destilada. O periodo de fermentacao foi de 48
horas, e ndo houve controle da temperatura durante o processo. Em seguida, foi
feita uma destilacdo fracionada da mistura com o intuito de garantir uma
concentracdo de etanol elevada nas amostras, fazendo com que a aquisicao dos
espectros de RMN de 'H e 2H do etanol pudesse ser feita de forma rapida, além de
garantir uma boa relacao sinal/ruido nos mesmos e, conseqlientemente, tornar as

integrais dos sinais mais precisas.

33



2.2.2.2 — Aquisicdo dos espectros de RMN de ?H e 'H

As amostras foram preparadas em triplicata, adicionando-se 100 uL de
tetrametiluréia (TMU) 99%, com conteldo isotdpico conhecido (abundancia natural),
a 600 pL do etanol destilado, de forma a obter uma intensidade do sinal da metila do
etanol versus metila do TMU de aproximadamente 1:1, no espectro de RMN de 'H.

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos utilizando-se a
seqUéncia de pulsos zg (nomenclatura Bruker). Em seguida, foram processados
aplicando uma transformada de Fourier utilizando-se 65536 pontos, a fase foi
ajustada manualmente e foi feita a correcdo automatica da linha de base.

Os espectros de RMN de ?H foram obtidos logo apdés os de 'H e
utilizando-se a sequiéncia de pulsos zgdc (nomenclatura Bruker), que é usada para a
aquisicao dos nucleos de deutério com desacoplamento dos nucleos de hidrogénio.
No processamento foi aplicada uma transformada de Fourier utilizando-se 8192
pontos e uma multiplicacdo exponencial, com fator de alargamento de linha (Line
Broadening ou LB), de 1,0 Hz. Na seqiiéncia, foi realizado o ajuste manual da fase e
a correcao automatica da linha de base.

Os espectros de RMN de ?H foram adquiridos sem a utilizagao do lock
de '°F, pois o equipamento utilizado ndo possui esse dispositivo.

Os parametros utilizados na aquisicdo dos espectros de RMN de 'H e
?H estao apresentados na tabela 2.2-2.

TABELA 2.2-2. Parametros de aquisi¢do dos espectros de RMN de 'H e ?H (Bruker)

RMN de 'H RMN de °H

Tempo de aquisicao (AQ) 52s 52s
Tempo de espera antes de cada aquisi¢ao (D1) 3,0s 3,0s
Numero de aquisicoes (NS) 16 1024
Largura de pulso de 90° (P1) 10,5 us 17,5 us
Ganho do receptor (RG) 1,0 16384
Janela espectral (SW) 4664 Hz (16 ppm) 983 Hz (16 ppm)
Numero de pontos digitalizados (TD) 65536 10240
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2.2.2.3 — Calculo da relacdo isotdpica ?H/'H

O calculo da relagao isotépica ?H/'H foi feito utilizando-se a equagéo 1,

apresentada na introdugao (pagina 13).
2.2.3 — Analise Quimiométrica dos dados de RMN dos méis

2.2.3.1 — As amostras

Classificacdo dos méis comerciais do estado de Sdo Paulo por RMN de
'H — Neste estudo foram analisados 39 méis, sendo 13 de eucalipto (Euc1 a Euc13);
12 de laranjeira (Lar1 a Lar12) e 14 silvestres (Silvli a Silv14), adquiridos
comercialmente e de alguns apicultores do estado de Sao Paulo, conforme esta
descrito na tabela 2.2-1 (pagina 31).

Discriminagcdo dos méis de assa-peixe, cana-de-agucar e adulterados
com relacdo aos méis auténticos do estado de Sdo Paulo — Neste estudo foram
analisados dois méis de assa-peixe (AP1 e AP2); um produzido pela alimentacao da
colméia com sacarose (Acul) e dois coletados em plantagcdes de cana-de-acucar
(Agu2 e Agu3) conforme estéd descrito na tabela 2.2-1 (pagina 31). Estes méis néao
sao produzidos com muita frequéncia, e conseqientemente, um numero pequeno de
amostras foi adquirido. Por isso, n&o foram incluidos no estudo de classificagdo, mas
foram comparados aos méis auténticos utilizando-se a analise por componentes
principais (PCA). Além disto, foram analisados dois méis adquiridos no mesmo local,
mas vendidos como tipos diferentes, eucalipto (Euc14) e laranjeira (Lar13), mas que
mostraram-se muito semelhantes na analise dos mesmos pela técnica SNIF-NMR.

Estudo da influéncia da regionalidade sobre os méis por RMN de 'H —
Foram analisados 14 méis da regidao Sul (Euc16, Lar15, Silvi5 a Silv24, Jatai3 e
Glu1); 12 do Centro-Oeste (Silv25 a Silv34, Jatai1 e Jatai2); seis do Nordeste (Silv35
a Silv40); dez do Norte (Silv41 a Silv50) e 33 do Sudeste (Euc1 a Euc7 e Euci4,
Lar1 a Lar13, Silvl a Silv12), totalizando-se 75 amostras, que estdo descritas na
tabela 2.2-1 (pagina 31).

Discriminacdo dos méis por RMN de >C — Foram analisados quatro

méis de eucalipto (Euc1 a Euc3 e Euc14); seis de laranjeira (Lar1 a Lar5 e Lar13) e
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dez silvestres (Silvl a Silv8, Sil15 e Silv16), em um total de 20 amostras, cuja
descrigéo esta mostrada na tabela 2.2-1 (pagina 31).

2.2.3.2 — Medidas espectroscopicas

As amostras foram preparadas em triplicata, diluindo-se 150 mg de mel
em 450 uL de D,O. Em seguida, adicionou-se uma gota de uma solugcdo do sal
trimetilsilil-2,2,3,3-d4-propionato  de sédio (TMSP) em DO (0,16%), cujo
deslocamento quimico é o 0,0, para ser utilizado como referéncia interna dos sinais
de ressonéancia nos espectros.

A sequiéncia de pulsos utilizada na aquisicao dos espectros de RMN de
'H foi a zgcppr (nomenclatura Bruker), com a qual se faz a supresséo do sinal dos
hidrogénios da agua. Em seguida, os espectros foram processados aplicando-se
uma transformada de Fourier utilizando-se 32768 pontos e um LB de 0,3 Hz.

Os espectros de RMN de '™C foram adquiridos utilizando-se a
sequéncia de pulsos zgpg30 (nomenclatura Bruker), com a qual se faz a aquisicao
dos sinais dos nucleos de carbono-13 com o desacoplamento dos nucleos de
hidrogénio e com NOE, usando pulsos de 30 graus. O processamento foi feito
aplicando-se um LB de 1,0 Hz, e transformadas de Fourier utilizando-se 32768 e
65536 pontos, respectivamente, para verificar qual dos dois processamentos
forneceria a melhor discriminacao dos tipos de méis.

Os parametros utilizados na aquisicdo dos espectros de RMN de 'H e
13C estdo apresentados na tabela 2.2-3.

TABELA 2.2-3. Parametros de aquisicao dos espectros de RMN de 'H e '*C (Bruker)

RMN de 'H RMN de °C

Tempo de aquisicao (AQ) 7,0s 14s
Tempo de espera antes de cada aquisi¢ao (D1) 15s 100,0 ms
Numero de aquisi¢cdes (NS) 64 11264
Largura de pulso de 90° (P1) 8,5 us 6,0 us
Atenuacao da poténcia para supressao da agua (PL9) 60 dB
Ganho do receptor (RG) 32 16384
Janela espectral (SW) 4664 Hz 27027 Hz
Numero de pontos digitalizados (TD) 65536 65536
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Em todos os espectros, a fase e a linha de base foram ajustadas de
forma mais uniforme possivel, tanto dentro de cada um quanto entre eles. Os
espectros resultantes foram salvos como arquivos no formato ASCII para se fazer,
em seguida, a analise quimiométrica dos dados.

2.2.3.3 — Tratamento quimiométrico

Todas as matrizes de dados foram construidas usando-se o programa
Origin versdo 5.0, e o tratamento quimiométrico foi realizado utilizando-se o
programa Pirouette versdes 3.11 e 4.0 (InfoMetrix, Woodinville, Washington, USA).

Os parametros e a selecdo de variaveis em todos os estudos foram
otimizados a partir das analises exploratorias dos dados por PCA e, em seguida,
foram utilizados nas analises por HCA e nos métodos de classificacdo. As
transformacdes usadas foram a divisdo pela norma um e a primeira derivada,
enquanto que o pré-processamento foi o autoescalamento. A distancia métrica
utiizada no HCA foi a Euclidiana e a conexao incremental. No KNN também foi
usada a distancia Euclidiana.

Classificacdo dos méis comerciais do estado de Sao Paulo por RMN de
"H — A matriz de dados analisada foi composta por 4644 variaveis (dispostas nas
colunas) e 117 espectros (dispostos nas linhas — 39 amostras analisadas em
triplicata, que estdo indicadas pelas letras a, b e ¢ nos graficos de scores e
dendrogramas). A este conjunto de dados foram acrescentados os espectros médios
das triplicatas (indicados pela letra M) dos méis de eucalipto, laranjeira e silvestres,
somando-se mais 39 espectros.

Na aplicacdo dos métodos de classificacdo, as amostras foram
divididas em trés conjuntos, ou seja, aquelas utilizadas na construgdo dos modelos
(amostras de treinamento), na validacao externa dos mesmos (amostras com
caracteristicas conhecidas pelo analista, mas desconhecidas pelos modelos, sendo
chamadas de amostras teste), e na previsdo das classes (amostras comerciais).

Na construgdo dos modelos foram utilizadas cinco amostras auténticas
de cada tipo de mel. J& na validacao externa foram usadas duas amostras de cada
tipo. Para a previsdo das classes das amostras comerciais foram analisados seis
méis comerciais de eucalipto, cinco de laranjeira e sete silvestres, conforme esta

mostrado na tabela 2.2-4 (pagina 38).

37



TABELA 2.2-4. Classe e numero de amostras usadas na construcdo e na validacao
externa dos modelos de classificagdo e na previsao das classes dos méis comerciais
do estado de Sao Paulo

Classe Construcao Validacao externa  Previsao

Silvestre 1 5 2 7
Eucalipto 2 5 2 6
Laranjeira 3 5 2 5

Discriminacdo dos méis de assa-peixe, cana-de-agucar e adulterados
com relacdo aos méis auténticos do estado de Sdo Paulo — A matriz de dados
analisada foi composta por 4644 variaveis (dispostas nas colunas) e 66 espectros
(dispostos nas linhas — 22 amostras analisadas em triplicata).

Estudo da influéncia da regionalidade sobre os méis por RMN de "H —
A matriz de dados foi composta por 4636 variaveis (dispostas nas colunas) e 225
espectros (dispostos nas linhas — 75 amostras feitas em triplicata).

Discriminagcdo dos méis por RMN de ">C — As matrizes de dados foram
compostas por 20 espectros (dispostos nas linhas) e 4589 e 9093 variaveis
(dispostas nas colunas), quando os espectros foram processados com 32768 e

65536 pontos, respectivamente.

2.2.4 — Elucidagao estrutural

Para a realizacdo dos espectros de RMN de 'H e bidimensionais, a
amostra de mel Lar13 foi preparada diluindo-se 150 mg do mel em 450 uL de D-O.
Em seguida, foi adicionada uma gota de uma solucdo de TMSP em D,O (0,16%).

Ja para a aquisicido do espectro de RMN de '*C a amostra foi
preparada diluindo-se 500 mg de mel em 1,5 mL de DO e adicionadas cinco gotas
de uma solugdo de TMSP em D,0O (1,60%).

Os parametros utilizados na aquisicao e processamento dos espectros
de RMN de 'H e *C estdo apresentados na tabela 2.2-5 (pagina 39), sendo
mostrados os comandos utilizados tanto no equipamento Bruker quanto no Varian.
Ja os parametros usados na aquisicao e processamento dos experimentos de RMN
bidimensionais estao mostrados na tabela 2.2-6 (pagina 39).
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TABELA 2.2-5. Parametros de aquisicdo e processamento dos espectros de RMN de
'H e '3C usados na elucidacéo estrutural dos compostos presentes no mel Lar13

(Bruker/ Varian) RMN de 'H RMN de °C
Sequéncia de pulsos zgcppr s2pul
Tempo de aquisicao (AQ/ AT) 70s 1,4s
Tempo de espera antes de cada aquisi¢ao (D1) 1,5s 1,0s
Numero de aquisigoes (NS/ NT) 64 32768
Largura de pulso (P1/ PW) 8,5 us (909) 6,5 us (45°)
Atenuacao da poténcia para supressao da agua (PL9) 60 dB
Ganho do receptor (RG/ gain) 32 60
Janela espectral (SW) 4664 Hz 22831 Hz
Numero de pontos digitalizados (TD/ NP) 65536 65536
Numero de pontos usados no processamento (SI/ FN) 65536 65536
Multiplicacao exponencial (LB) 0,3 Hz 1,0 Hz

No experimento TOCSY foi usado um tempo de mistura (mixing time)

de 120 ms. No gHSQC foi utilizado um tempo para evolucédo do acoplamento a uma

ligacdo de 1,7 ms (‘Jey igual a 145 Hz) e no gHMBC foi usado um tempo para

evolugao do acoplamento em longa distancia de 62,5 ms ("Jcn igual a 8 Hz).

TABELA 2.2-6. Parametros de aquisicao e processamento utilizados nos espectros
TOCSY, gCOSY, gHSQC e gHMBC usados na elucidacao estrutural dos compostos

presentes no mel Lar13

Bruker TOCSY gCoSsY gHSQC gHMBC
Sequiéncia mievphpr cosygpprqf hsqcetprgp hmbcgplpndprqf
TD(F2) 4098 4098 4098 4098
TD(F1) 360 512 512 512
SW(F2) 4664 Hz 4664 Hz 4664 Hz 4664 Hz
SW(F1) 4664 Hz 4664 Hz 22141 Hz 22645 Hz
AQ 439,1 ms 439,1 ms 439,1 ms 439,1 ms
D1 1,2s 1,2s 1,0s 1,0s
NS 32 32 24 64
PL9 60 dB 60 dB 60 dB
SI(F2) 2048 2048 2048 2048
SI(F1) 2048 2048 2048 2048
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As seqUéncias de pulsos usadas na aquisicdo dos experimentos de
gHSQC e gHMBC foram as que estdao disponiveis no equipamento Bruker, no
entanto, foram editadas acrescentando-se uma seqliéncia que faz a supressao de
um sinal, como a zgpr, para fazer os experimentos bidimensionais com supressao
do sinal da agua, como ja é utilizado no gCOSY.

Para o mel Jatai2 foram feitos os mesmos experimentos que para o
Lar13, exceto o TOCSY, sendo mantidos os mesmos parametros e a forma de

preparar a amostra.
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2.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 — Verificacao da autenticidade dos méis comerciais
empregando-se a técnica SNIF-NMR

Na figura 2.3-1 (pagina 42) estao mostrados os espectros de RMN de
'H (A) e ®H (B) do etanol obtido pela fermentacdo de um mel silvestre. No espectro
de 'H podem ser observados os sinais da metila (5 1,11, tripleto, J = 7,2 Hz,
correspondente a trés hidrogénios), metilena (8 3,54, quadrupleto, J = 7,2 Hz, dois
hidrogénios) e hidroxila (& 5,30, singleto largo, um hidrogénio) do etanol, da metila
do padrao TMU (8 2,74, singleto, 12 hidrogénios) e da agua (6 4,50, singleto largo,
dois hidrogénios). J& no espectro de ?H é possivel observar os mesmos sinais, mas
como singletos, devido ao desacoplamento dos nucleos de 'H, ja que o acoplamento
oriundo de dois atomos de deutério vicinais € pouco provavel devido a sua baixa
abundancia natural.

Para realizar este estudo foi necesséario fazer a selecdo do padréao
interno a ser utilizado, visando-se obter uma medida quantitativa confiavel. Nesse
sentido, foi feita a escolha pela tetrametiluréia (TMU), que apresenta um singleto
entre os dois sinais de interesse no espectro, ou seja, 0s sinais dos grupos CHs e
CH. do etanol. Assim, todos os sinais (padrdo e amostra) passardo por uma
correcdo de fase muito semelhante, o que diminui os erros introduzidos nesse

parametro de processamento.
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FIGURA 2.3-1. Espectros de RMN de (A) 'H e (B) H do etanol produzido a partir de um mel
silvestre

Os espectros de RMN de 'H foram calibrados com relagdo ao
deslocamento quimico utilizando-se a referéncia interna tetrametilsilano (TMS),
sendo a ele atribuido o valor de & 0,0, e os de ?H foram calibrados utilizando-se o
valor do deslocamento da metila do etanol, uma vez que os sinais no espectro de H

apresentam os mesmos deslocamentos quimicos observados no espectro de 'H
(MARTIN et al., 1983).

Os valores da relagdo isotépica ?H/'H calculados para os méis
analisados nesse estudo estdo mostrados na tabela 2.3-1 (pagina 43).
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TABELA 2.3-1. Relacdo isotopica ?H/'H calculada para a metila (*H/'H), e a metilena
(3H/'H), do etanol obtido pela fermentacdo dos méis

Amostra Relacéo Isotopica “H/'H (ppm)*
(*H/'H), (*H/™H),
Euci 99,7 (£ 1,0) 1291 ( 0,5)
Euc2 99,4 (£ 0,2) 128,8 (£ 0,2)
Euc3 99,2 (£0,7) 127,5 (+ 0,6)
Euc4 98,7 (+0,5) 128,1 (£ 0,5)
Euc5 96,9 (£ 1,0) 128,4 (+ 0,2)
Euc6 98,0 (£ 0,7) 127,3 (£ 0,4)
Euc7 96,9 (£ 0,1) 128,3 (£ 1,1)
Eucs 99,7 (+ 0,1) 127,9 (£ 0,4)
Euc9 97,3 (£ 0,8) 129,6 (£ 0,5)
Euc10 99,1 (+0,2) 127,5 (£ 0,3)
Eucii 97,9 (£ 0,2) 128,2 (£ 0,1)
Euci2 99,7 (£ 0,8) 128,8 (£ 0,7)
Euc13 98,1 (0,4) 128,5 (+ 0,2)
Euci4 112,2 (£ 0,5) 128,0 (£ 0,3)
Lar1 100,5 (£ 0,3) 129,1 (£ 0,5)
Lar2 101,8 (+ 0,4) 128,1 (£ 0,6)
Lar3 102,1 (£ 0,2) 127,2 (£ 0,2)
Lar4 100,9 (+ 0,6) 127.3 (+ 0,4)
Lar5 100,3 (£ 0,1) 127,6 (£ 0,3)
Lar6 100,7 (£ 0,6) 128,2 (£ 0,2)
Lar7 102,4 (+ 0,1) 127,6 (£ 0,5)
Lar8 101,3 (£ 0,9) 128,0 (£ 0,5)
Lar9 100,7 (+ 0,4) 128,0 (+ 0,4)
Lar10 103,4 (£ 0,2) 128,1 (£ 0,9)
Lari1 101,8 (£ 0,3) 127,9 (£1,1)
Lar12 100,8 (£ 0,2) 127,1 (£ 0,1)
Lar13 112,0 (£ 0,3) 129,2 (+ 0,5)
Lar14 102,4 (£ 0,3) 128,4 (£ 0,4)
Lar15 102,3 (+ 0,4) 127,7 (+ 0,4)
Silv1 100,5 (£ 0,4) 128,4 (£ 0,4)
Silv2 100,4 (£ 0,6) 127,6 ( 0,6)
Silv3 102,0 (£ 0,1) 128,4 (+ 0,6)
Silv4 97,1 (£ 0,4) 128,9 (£ 1,0)
Silvs 98,2 (+ 0,1) 127,2 (£ 0,1)
Silve 99,4 (+0,7) 1285 (+ 0,3)
Silv7 100,1 (£ 0,1) 127,5 (£ 0,6)
Silvg 100,4 (+ 0,7) 129,1 (£ 0,7)
Silv9 103,5 (£ 0,2) 129,3 (£ 0,2)
Silv10 99,4 (£ 0,4) 127,7 (£ 0,4)
Silv15 98,0 (+ 0,4) 128,0 (£ 2,0)
Silv16 98,5 (+ 1,4) 127,4 (£ 2,0)
Silv17 101,1 (£ 0,6) 127,7 (£ 0,1)
Silv1s 98,8 (£ 0,0) 127,7 (+ 0,4)
Silv19 98,8 (£ 0,2) 128,3 (£ 0,3)
Silv20 101,1 (£ 0,3) 127,7 (£ 0,4)
Silv21 98,8 (+0,3) 127,2 (+0,4)

Continua na proxima pagina
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TABELA 2.3-1. continuag&do
Amostra Relacéo Isotopica “H/'H (ppm)*
(*H/'H), (*H/™H),
Silv22 98,6 (- 0,3) 127.9 (£ 0,3)
Silv23 99,5 (£ 0,5) 127,6 (£ 0,3)
Silva4 99,8 (+0,1) 127.6 (£ 0,2)
Silv25 99,3 (£0,1) 128,1 (+ 0,3)
Silv26 97,7 (+0,0) 128,0 (+ 0,3)
Silva7 98,3 (+0,2) 127,9 (£ 0,2)
Silv28 101,7 (£ 0,1) 128,6 (£ 0,0)
Silv29 99,3 (+ 0,4) 128,6 (£ 0,1)
Silv30 111,3 (£ 0,0) 128,2 (£ 0,1)
Silv35 99,8 (+ 0,0) 127,9 (£ 0,2)
Silv36 100,1 (£ 0,2) 128,1 (+ 0,4)
Silva7 99,8 (£ 0,5) 128,2 (+ 0,6)
Silv42 97,4 (£ 0,2) 127,5 (£ 0,4)
Silv43 102,5 (+ 0,4) 127,7 (+ 0,4)
Silva4 98,3 (+ 0,3) 127,5 (£ 0,2)
AP1 101,7 ( 0,1) 127,9 (¢ 0,4)
AP2 101,2 (+ 0,1) 127,8 (£ 0,3)
Jatai1 111,5 (£ 0,2) 128,4 (£ 0,2)
Jatai2 99,9 (£ 0,2) 128,0 (£ 0,5)
Jatai3 100,2 (£ 0,2) 128,3 (£ 0,4)
Acul 111,8 (+ 0,2) 128,0 (+ 0,5)
Acu2 112,6 (4 0,2) 127,9 (+ 0,1)
Acu3 112,3 ( 0,1) 128,3 (+ 0,2)
Glu1 106,3 (£ 0,2) 127,7 (£ 0,1)

* Valores médios das triplicatas

Analisando-se os valores da relacao isotépica apresentados na tabela
2.3-1 (pagina 43) observa-se que os valores da metilena do etanol (*H/'H),
mantiveram-se entre 127,2 e 129,6 ppm, nédo tendo muita variagdo, uma vez que
estdo relacionados com a 4gua utilizada no processo de fermentacdo do mel
(PIONNIER et al., 2003).

Na figura 2.3-2 (pagina 45) esta apresentado o mecanismo para a
glicolise e a formacao do etanol. Nesta figura observa-se que os hidrogénios da
metilena do etanol tém a sua origem relacionada com o meio de fermentacao, sendo
provenientes da agua e do NADH e justificando a néo discriminagdo dos méis, uma
vez que a agua utilizada na fermentagdo dos méis foi a mesma. Além disto, os
hidrogénios 3, 4 e 5 da glucose sao transferidos para o meio durante o processo,
enquanto que os hidrogénios 1, 2 e 6 sao transferidos para a metila do etanol, por
isso a metila mantém a informacéo sobre a fonte de carboidratos usada na producao

do mel.
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FIGURA 2.3-2. Mecanismo da glicélise e formagéo do etanol. O destino dos
hidrogénios é ilustrado para os hidrogénios H-1, H-2 e H-6 da glucose. A numeragéo dos
atomos de carbono segue aquela da glucose. G6P, glucose 6-fosfato; F6P, frutose 6-fosfato;
F1,6dP, frutose 1,6-difosfato; DHAP, dihidroxi acetona fosfato; G3P, gliceraldeido 3-fosfato;
1,3dPG, 1,3-difosfoglicerato; 3PG, 3-fosfoglicerato; 2PG, 2-fosfoglicerato; PEP,
fosfoenolpiruvato

Os valores obtidos para a metila do etanol (*H/'H), (tabela 2.3-1, pagina
43) mostraram-se caracteristicos da origem biossintética de cada tipo de planta, pois
o sitio metila do etanol reflete a origem do néctar utilizado para a produgao do mel,
uma vez que dois dos seus hidrogénios sado provenientes da glucose durante o
processo de fermentacao (COTTE et al., 2007), como pode ser observado na figura
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2.3-2 (pagina 45). Para os méis de eucalipto ficaram menores, mas proximos a 100
ppm; para os meéis de laranjeira e de assa-peixe um pouco maiores que 100 ppm.
Estes valores sdao semelhantes e estdo préximos a 100 ppm, pois tratam-se de méis
obtidos de plantas que fixam o CO. utilizando o mecanismo biossintético Cj
(LINDNER et al., 1996).

Para os méis silvestres houve a formagédo de dois grupos, sendo que,
em um deles foram encontrados valores que aproximaram-se mais dos méis de
eucalipto e no outro os valores assemelharam-se mais aos dos de laranjeira. Apesar
da diferenca ser pequena este resultado mostra que os méis silvestres apresentam
variagdes nas suas composi¢cdes, que estao relacionadas a predominancia de certas
plantas nos locais onde as abelhas coletaram o néctar.

Os méis Jatai2 e Jatai3 apresentaram valores de (*H/'H), préximos aos
obtidos para os de laranjeira e eucalipto, sugerindo que as abelhas coletam o néctar
de plantas C3 para produzi-los.

Os valores de (®H/'H), calculados para o mel produzido pela
alimentacdo indevida das abelhas com sacarose (Agul) e para aqueles produzidos
quando as colméias foram colocadas no meio da plantacdo de cana-de-agucar
(Agu2 e Acu3) foram de 111,8, 112,3 e 112,6 ppm, respectivamente. Este valor é
aproximadamente 10 ppm maior do que 0 observado para os méis de eucalipto,
laranjeira e silvestre. Esta diferenciagcdo ocorreu porque a cana-de-agucar é uma
planta que realiza o ciclo biossintético C4 para fixagdo do CO, (EDWARDS et al.,
2001).

As amostras Euc14, Lar13, Silv30 e Jatail apresentaram valores de
(®H/'H); em torno de 112 ppm, aproximando-se do valor obtido para os méis Acut,
Acu2 e Acu3. Estes resultados sugerem que estas amostras passaram por algum
processo de adulteracdo utilizando-se o agucar da cana-de-agucar.

O mel de Jatai (Jatai1) poderia ter sido produzido por uma colméia
préxima a uma plantagdo de cana-de-acucar, mas sendo a abelha Jatai muito fragil,
ela provavelmente ndo fez coleta de carboidratos em um canavial, que é muito
agressivo para ela. Por isso, este mel provavelmente passou por algum tipo de
adulteracéo.

A amostra Glul, que € a uma mistura de glucose de mandioca e
acUcar invertido, mostrou um valor de (?H/'H), intermediario ao calculado para os
méis obtidos de plantas Cs e C4 e igual a 106,3 ppm, uma vez que a mandioca utiliza
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o ciclo C3 na fixacao do CO, (EDWARDS et al., 1990), e também porque o acucar
invertido usado provavelmente foi obtido a partir da cana-de-agucar ou do milho, que
sao plantas Ca.

Considerando-se os resultados obtidos, pode-se afirmar que, na
grande maioria dos méis analisados, tém-se amostras comerciais auténticas, com
um numero de adulteragdes muito pequeno.

Além disto, pode-se afirmar que a técnica SNIF-NMR é muito eficiente
na deteccado de adulteracbes dos méis produzidos a partir do néctar de plantas Cj
(eucalipto, laranjeira, assa-peixe, Jatai e eucalipto) utilizando-se aglcares de plantas
C4 (cana de acucar). No entanto, ela ndo permitiu diferenciar os diferentes tipos de
méis obtidos de plantas Cs, por isso torna-se muito importante a utilizagcao dos
métodos quimiométricos, na busca de informagdes que possam diferenciar os tipos

de méis.

2.3.2 — Analise quimiométrica dos dados de RMN dos

meéis

Para analisar os méis utilizando-se os métodos quimiométricos, as
amostras foram preparadas somente solubilizando-se os méis em agua deuterada,
fazendo com que o tempo despendido no preparo de amostras fosse minimo, o que
€ muito interessante quando objetiva-se analisar um grande nimero de amostras.

Além disto, os métodos quimiométricos foram inicialmente aplicados
aos espectros de RMN de 'H dos méis, uma vez que sdo obtidos de forma rapida e
permitem que testes possam ser realizados buscando a otimizacao de algumas
condicoes experimentais e de processamento, que poderiam influenciar no resultado

final, como esta mostrado no item 2.3.2.1 (pagina 48).
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2.3.2.1 — Otimizagdo das condi¢cdes experimentais e de
processamento dos dados de RMN de 'H para utilizacdo dos métodos

quimiométricos

Para se obter os melhores resultados na aplicacdo dos meétodos
quimiométricos aos espectros de RMN de 'H, algumas condicdes experimentais e de
processamento foram verificadas. As variaveis testadas foram:

a) Aquisicdo dos espectros de amostras preparadas em triplicata ou

sextuplicata;

b) Aquisicdo dos espectros no mesmo dia ou em dias diferentes;

c) Processamento dos espectros utilizando-se 32768 ou 65536

pontos;

d) Processamento dos espectros utilizando-se uma multiplicagao

exponencial com fator de alargamento de linha (LB) igual a 0,0 ou
0,3 Hz.

Na comparacdo entre a aquisicdo dos espectros das amostras
preparadas em triplicata ou sextuplicata, verificou-se que nédo € necessario a
preparacdo das amostras em sextuplicata para se ter uma boa discriminacédo entre
os tipos de méis, sendo que em triplicata ja& se tem um bom agrupamento entre os
espectros de cada amostra, que somente foi repetido quando o numero de replicatas
foi aumentado. Além disto, obtém-se uma economia no tempo de uso do
espectrémetro fazendo-se um numero menor de analises.

Quando os espectros adquiridos no mesmo dia € em dias diferentes
foram comparados, observou-se uma boa discriminacado entre os diferentes tipos de
méis, tanto para as amostras analisadas em um unico dia, quanto para aquelas
analisadas em dias diferentes, mostrando que nao existem problemas com a
reprodutibilidade das analises. Além disto, o estudo da influéncia da regionalidade
sobre os méis confirma este resultado, pois foram analisadas 75 amostras, sendo
que seus espectros foram adquiridos em diferentes dias em um periodo de trés anos
e foi obtida uma discriminacao razoavel, como sera mostrado no item 2.3.2.4.

Comparando-se o processamento dos espectros com 32768 ou 65536
pontos, pode-se concluir que o agrupamento das amostras foi semelhante nos dois

estudos. Desta forma, o tamanho das matrizes tornou-se um fator importante, pois a
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matriz de dados obtida quando os espectros foram processados com 65536 pontos
contém o dobro do numero de varidveis daquela obtida utilizando-se 32768 pontos,
despendendo um tempo muito maior para as analises dos dados, principalmente,
qgquando aumenta-se o numero de amostras. Devido a isto, optou-se por utilizar

32768 pontos no processamento dos espectros.

A aplicacdo da multiplicacdo exponencial com fator de alargamento de
linha (LB) de 0,3 Hz aos espectros de RMN de 'H fez com que as replicatas se
agrupassem melhor do que quando este processamento ndo foi usado. Esta funcao
de processamento faz com que a relagao sinal/ruido do espectro seja aumentada e,
consequentemente, o0s sinais menos intensos se tornam mais facilmente
observados. A melhor visualizagdo destes sinais foi muito importante, j& que foram
0s que mais influenciaram na discriminacdo dos tipos de méis, fazendo-se

necessaria a aplicagao da multiplicagao exponencial.

Os parametros ajustados durante a analise quimiométrica, como
selecdo de variaveis, transformacdes e pré-processamentos, serdao discutidos nos
proximos itens (2.3.2.2, 2.3.2.3, 2.3.2.4 € 2.3.2.5).

2.3.2.2 — Classificacdo dos méis comerciais do estado de
S&o Paulo por RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H dos méis foram adquiridos fazendo-se a
supressdo do sinal da &agua, pois era o sinal mais intenso do espectro e por
atrapalhar a visualizacdo dos outros sinais das amostras.

O estudo da classificagdo dos méis foi iniciado pela analise visual dos
espectros de RMN de 'H dos méis, com o intuito de verificar as diferencas entre
eles, que poderiam ajudar na discriminacao dos trés tipos. Na figura 2.3-3 (pagina
50) estdo mostrados os espectros de RMN de 'H de um mel de cada tipo analisado,
ou seja, silvestre, eucalipto e laranjeira. Pode-se observar que eles sao praticamente
iguais, apenas pequenas variagdes na intensidade dos sinais foram observadas.
Como pode ser visto no item 2.3.3.1 estes sinais sao pertencentes aos carboidratos
presentes no mel, glucose e frutose, e que apresentam uma grande sobreposicao de
sinais na regiao de 6 3,10 a 4,20. Os dois dubletos na regiao de & 5,20 a 5,40
possivelmente sao referentes aos hidrogénios anoméricos de outros carboidratos

presentes em pequena quantidade nos méis, sendo que o sinal em & 5,34 (com
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constante de acoplamento Jigual a 3,8 Hz) provavelmente pertence a sacarose.

OH
4 6 ; o)
HoHO , OH
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o-Glucopiranose (o-Glu ) — A B-Glucopiranose (B-Glu) — B
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FIGURA 2.3-3. Espectros de RMN de 'H, com supressao do sinal da 4gua, dos méis
silvestres, de eucalipto e de laranja (D.O)

Na figura 2.3-4 (pagina 51) estdo mostradas as ampliagdes das regides

de 6 0,00 a 3,10 e 4,50 a 9,70 dos espectros apresentados na figura 2.3-3, onde

observa-se algumas diferengas entre os constituintes em menor propor¢ao no mel.

Os trés méis apresentaram os sinais do hidrogénio do acido férmico

(J), um singleto em o 8,35, das metilas do acido acético (O), um singleto em & 2,00,

e da alanina (N), um dubleto em & 1,40 (J = 7,3 Hz) nos seus espectros de RMN de

'H. No entanto, na regido de & 7,00 a 7,50 do espectro do mel silvestre foram

observados os sinais dos hidrogénios aromaticos da fenilalanina (L) e da tirosina

(K). O mel de eucalipto mostrou uma maior quantidade de acido latico (M) (dubleto

em 6 1,30, J = 6,9 Hz). A atribuicdo completa destas substancias estd mostrada nos
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itens 2.3.3.2 e 2.3.3.3. Além disto, observa-se a presenca de outros sinais,
provavelmente de aminoacidos, mas que nao foram identificados.

Tirosina — K Fenilalanina — L
O 0 O
i Hé Hé 2)&
3YNE ch 1
H” T OH OH OH H,C OH
OH NH
Acido férmico—J  Acido latico — M Alanina— N Acido acético — O
Silv1
KelL
H1-J A
Euc1
H3 -M
Lar2
MJLJ
T T T T T T T T T T zzl T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

FIGURA 2.3-4. Ampliagdes das regides de 6 0,00 a 3,10 e 4,50 a 9,70 dos espectros de RMN
de 'H, com supressao do sinal da 4gua, dos méis silvestres, de eucalipto e de laranja (D;0)

Analisando-se poucos espectros, como esta sendo feito nas figuras
2.3-3 e 2.3-4 (paginas 50 e 51), algumas diferengas entre eles sdo observadas e
auxiliam na discriminacao entre os tipos de méis. No entanto, quando o niumero de

amostras analisadas aumenta, estas pequenas diferencas ndao sao suficientes para
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fazer com que a analise visual dos espectros de RMN de 'H consiga discriminar os
tipos de méis, tornando-se necessaéria a utilizacdo dos métodos quimiométricos.

Um problema encontrado na analise quimiométrica de dados
espectroscopicos esta relacionado com a linha de base dos espectros, que deve ser
a mesma para todas as amostras dentro de um conjunto de dados. Caso haja
variagbes na linha de base podera haver uma interpretacdo equivocada de
resultados. Na analise dos dados de RMN ha ainda um fator adicional, que é a fase
dos sinais. Se a fase nao for adequadamente corrigida, acarretara em alteracdes
nas suas intensidades, que nao serdo devidas a mudangas na composi¢ao quimica
das amostras, mas somente pela diferenca na fase. Desta forma, a fase e a linha de
base dos espectros de RMN de 'H foram ajustadas o mais préoximo possivel para
todas as amostras, para nao influenciarem na discriminagéo dos méis.

A anélise quimiométrica dos dados de RMN de 'H dos méis iniciou-se
pela andlise por componentes principais (PCA), que geralmente é usada por ser
uma ferramenta eficiente para reduzir a dimensionalidade dos dados, além de
fornecer uma melhor forma de visualizacdo do agrupamento natural das amostras.
Ela também permite ajustar os paradmetros matematicos (transformacées e pré-
processamentos) que podem ser usados para se obter um melhor resultado. Além
disto, é possivel fazer a selecao das variaveis (regides espectrais) mais importantes
para a discriminacao entre os grupos de amostras.

Neste sentido, os espectros das cinco amostras auténticas (fornecidas
por um apicultor de confianga) de cada tipo de mel (eucalipto, laranjeira e silvestre),
juntamente com um espectro que representa a média das ftriplicatas, foram
analisados. Inicialmente, foram excluidas as regides dos sinais dos hidrogénios da
agua (H.O/HDO) e do TMSP-d4. Porém, a discriminagdo obtida entre os diferentes
tipos de méis ndo foi muito boa. Por isso, uma nova analise foi feita mantendo-se
somente os sinais referentes aos carboidratos, por serem os mais intensos dos
espectros, mas o resultado novamente nao foi satisfatério.

A melhor discriminagao entre os tipos de méis foi obtida quando foram
excluidas as regides dos carboidratos e ruidos, permanecendo apenas 0s sinais
com baixa intensidade nos espectros, como estd mostrado na figura 2.3-5 (pagina
53).
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FIGURA 2.3-5. Gréfico de linhas correspondente aos espectros de RMN de 'H dos méis do
estado de Sao Paulo, mostrando em cinza as regiées de exclusao

Ao mesmo tempo em que as regibes espectrais estavam sendo
avaliadas para se obter a melhor discriminagdo entre as amostras, algumas
transformacoes e pré-processamentos, que poderiam auxiliar na obtencao do melhor
resultado, também eram testados.

As transformacgdes sdo funcbes matematicas aplicadas as linhas da
matriz, ou seja, aos dados correspondentes aos espectros das amostras e
forneceram a melhor discriminacao entre elas quando foram usadas a normalizacéao
para norma um (a area sob cada espectro € considerada igual a um) e a primeira
derivada, em um intervalo de vinte e cinco pontos. A normalizagéo foi utilizada para
corrigir eventuais erros nas concentracées das amostras. J4 a primeira derivada foi
aplicada para corrigir possiveis distorcdes na linha de base e, principalmente,
porque contribuiu no agrupamento entre as replicatas.

O pré-processamento € uma funcédo aplicada as variaveis (BEEBE,
1998) e forneceu a melhor separacédo quando o autoescalamento dos dados foi feito.
O autoescalamento € util quando os constituintes minoritarios sdo de interesse, pois
da a mesma importancia a todos os sinais do espectro. No entanto, & necessario
que todas as regides de ruidos sejam excluidas antes da sua aplicacao, para que

nao seja dada a eles a mesma importancia dos sinais.
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Na tabela de variancias (tabela 2.3-2) pode-se verificar a variancia dos
dados originais explicada por cada componente principal (PC), além da variancia
cumulativa dada por um numero selecionado de PCs. Estas informagdes ajudam a
determinar quantas PCs deverdo ser usadas, sendo que nesta analise foram

escolhidas oito componentes, descrevendo 82,2% dos dados.

TABELA 2.3-2. Tabela de variancias para a analise dos diferentes tipos de méis do
estado de Séo Paulo

Variancia Percentagem (%) Cumulativa (%)
PC1 13058,28 24,0 24,0
PC2 9369,17 17,2 41,2
PC3 6573,73 12,1 53,3
PC4 5232,98 9,6 62,9
PC5 3859,54 7,1 70,0
PC6 2761,79 5,1 75,1
PC7 2189,77 4,0 79,1
PC8 1672,55 3,1 82,2
PC9 1584,64 2,9 85,1
PC10 1298,81 2,4 87,5
PC11 781,84 1,4 88,9
PC12 654,64 1,2 90,1
PC13 590,25 1,1 91,2
PC14 516,58 0,9 92,1
PC15 465,63 0,8 92,9

Uma outra forma de verificar estas informacbées € o grafico da
percentagem de variancia explicada versus o numero de PCs, que mostra um
decréscimo nitido de variancia com o aumento do numero de PCs, com isto as
componentes principais sucessivas contém cada vez menos informagéo a respeito
dos dados. Quando a variancia deixa de cair bruscamente, o numero de PCs
correspondente é aquele que deve ser usado na analise. Na figura 2.3-6 (pagina 55),
observa-se que apos a oitava PC a variacao nos dados é pequena.
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FIGURA 2.3-6. Grafico da variancia explicada versus o numero de PCs, para os méis do
estado de Sao Paulo

A figura 2.3-7 (pagina 56) mostra o grafico de scores, obtido da analise
por PCA selecionando-se as duas primeiras PCs. As similaridades ou diferencas
entre as amostras podem ser observadas, sendo que as mais similares tendem a
formar grupos e as diferentes apresentam grandes distancias entre si. PC1 descreve
24,0% de variancia do conjunto de dados, enquanto que PC2 descreve 17,2%, e as
duas PCs juntas descrevem 41,2% da variancia total. Neste grafico cada ponto diz
respeito a um espectro de RMN de 'H, sendo que também foi analisado um espectro
que é a média das replicatas feitas para as diferentes amostras de mel. Pode-se ver
que as replicatas de cada tipo de mel estdo bem agrupadas entre si (indicadas pelas
letras a, b e ¢ no final do nome da amostra) e a média delas (indicada pela letra M),
mostrando que os dados sado reprodutiveis. Embora os trés grupos nao estejam
muito compactos, foi possivel fazer a discriminacao das amostras em trés grupos, ou

seja, méis silvestres, de laranjeira e de eucalipto.
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FIGURA 2.3-7. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H dos méis
silvestres, de eucalipto e de laranja (41,2 %); ¢ - replicatas e ¢ - média das replicatas

Analisando-se os graficos de linhas e loadings juntamente com os

espectros de RMN de 'H dos méis pode-se relacionar algumas substancias com a

discriminagao obtida, como pode ser visualizado na figura 2.3-8.

FIGURA 2.3-8. Comparagcéo feita entre os espectros de RMN de 'H dos méis durante a
andlise quimiométrica mostrando os compostos responsaveis pela discriminagao obtida na

figura 2.3-7; vermelho — méis silvestres, preto — eucalipto e verde - laranjeira

As amostras localizadas em scores negativos em PC1 e PC2 do

grafico de scores, e que compreendem os méis silvestres, apresentaram maiores
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quantidades de fenilalanina (L), tirosina (K) e etanol (G) do que as outras (figura 2.3-
8A e C). Ja as amostras em scores positivos em PC1 e negativos em PC2, ou seja,
0s méis de eucalipto, mostraram uma quantidade de etanol (G) semelhante a dos
méis silvestres, mas maiores teores de acido latico (M) e de um dubleto em & 1,14
(ndo identificado) (figura 2.3-8C). Por outro lado, os méis de laranjeira, em scores
positivos em PC1 e PC2, apresentaram maiores quantidades de sacarose (F) e
menores de etanol (G) do que os outros méis (figura 2.3-8B e C).

Na analise dos méis por HCA foram usados os parametros
quimiométricos ajustados no PCA. O calculo da distancia entre as amostras foi feito
usando a distancia Euclidiana e foi usado o método de conexao incremental, o qual
utiliza a média ponderada no calculo da distancia entre os grupos. O dendrograma
resultante esta mostrado na figura 2.3-9, onde a linha pontilhada em um indice de
similaridade de 0,215 distinguiu os trés diferentes tipos de méis, que estdo
mostrados nas figuras 2.3-10 e 2.3-11 (pagina 58) para melhor visualizacdo do
agrupamento das amostras.
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FIGURA 2.3-9. Dendrograma dos dados de RMN de 'H dos méis silvestres, de eucalipto e de
laranja (similaridade: 0,215)
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Para realizar a classificacdo dos méis comerciais do estado de Sao
Paulo nas trés categorias, méis silvestres, de eucalipto e de laranjeira, foram
aplicados trés métodos de reconhecimento supervisionado de padrdoes, KNN, SIMCA
e PLS-DA.

Na construcao destes modelos foram utilizadas as amostras auténticas
mostradas na figura 2.3-7 (pagina 56), a selecdo de varidveis e 0s parametros
matematicos ajustados no PCA. A classe 1 foi formada pelos méis silvestres, a
classe 2 pelos de eucalipto e a classe 3 pelos de laranjeira.

Cada um dos métodos KNN, SIMCA e PLS-DA foi construido
analisando-se trés diferentes conjuntos de treinamento:

12 conjunto de treinamento) construido usando-se as trés replicatas de
cada amostra;

2° conjunto de treinamento) construido com as triplicatas de cada
amostra e o seu espectro médio;

32 conjunto de treinamento) construido somente com o espectro médio
das replicatas.

Portanto, no total foram construidos nove modelos de classificacao
para analisar os méis comerciais do estado de Sao Paulo.

Estes dados foram analisados desta forma na tentativa de verificar se a
classificacao das amostras comerciais seria diferente em cada uma das situag¢des ou
mesmo se o modelo construido utilizando-se o espectro médio forneceria melhores
resultados, uma vez que fazendo-se a média evita-se que as pequenas diferencas
encontradas entre as replicatas interfiram na andlise, pois se elas existirem o
algoritmo vai tentar otimizar os modelos de forma que estas diferencas sejam
minimizadas, sendo, por isto, necessario usar muitas componentes principais na
construgéao do modelo.

Na construcdo do modelo KNN, o numero étimo de vizinhos mais
proximos K foi selecionado verificando-se o sucesso na classificagdo das amostras
de treinamento quando diferentes valores de K foram usados. A figura 2.3-12
(pagina 60) mostra o grafico de erros de previsdo ocorridos quando K variou de 1 a
10 para o modelo construido usando-se o 1° conjunto de treinamento. O modelo
criado ndo errou nenhuma vez. Desta forma, o nimero de vizinhos mais préximos

escolhido foi trés.
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O modelo KNN construido utilizando-se o segundo conjunto de
treinamento errou pela primeira vez quando foram utilizados sete vizinhos mais
proximos. Desta forma, o numero de vizinhos mais préximos escolhido também foi
trés. Ja o modelo construido com o terceiro conjunto nao errou quando um vizinho
mais proximo foi utilizado, uma vez que foi usado somente um espectro para
representar cada amostra, por isso um vizinho mais préximo foi escolhido na

otimizagc&o deste modelo.
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FIGURA 2.3-12. Grafico do Kth vizinho mais préximo versus o numero de erros cometidos na
previsdo das amostras de treinamento para os dados de RMN de 'H dos méis

Uma outra forma de verificar o nimero de erros cometidos pelo método
KNN na previsdo das amostras de treinamento estd mostrado na tabela 2.3-3
(pagina 61), na qual verifica-se as classes em que as amostras foram classificadas
pelos trés modelos. Nesta tabela, um Unico valor foi mostrado para a classificacao
de cada amostra, uma vez que ndao houveram erros entre as suas replicatas e o
espectro médio. Nas préximas tabelas o resultado da classificacdo sera mostrado da

mesma forma.
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Coptluto 2 oMes

TABELA 2.3-3. Previsao das amostras de treinamento pelos trés modelos KNN

KNN

Amostra Classe 12 modelo 22 modelo 32 modelo

K1 K2 K3 K1 K2 K3 K1
Silv1 1 1 1 1 1 1 1 1
Silv2 1 1 1 1 1 1 1 1
Silv3 1 1 1 1 1 1 1 1
Silv4 1 1 1 1 1 1 1 1
Silvs 1 1 1 1 1 1 1 1
Euci 2 2 2 2 2 2 2 2
Euc2 2 2 2 2 2 2 2 2
Euc3 2 2 2 2 2 2 2 2
Euc4 2 2 2 2 2 2 2 2
Euc5 2 2 2 2 2 2 2 2
Lar1 3 3 3 3 3 3 3 3
Lar2 3 3 3 3 3 3 3 3
Lar3 3 3 3 3 3 3 3 3
Lar4 3 3 3 3 3 3 3 3
Lar5 3 3 3 3 3 3 3 3

No método SIMCA foi utilizado um limite de confianca de 98% e cada
classe foi autoescalada separadamente (scope local). O numero de PCs necessario
para descrever cada classe foi escolhido individualmente e esta mostrado na tabela
2.3-4 para os modelos construidos.

TABELA 2.3-4. NUumero de componentes principais usado na construcao dos trés
modelos SIMCA

12 modelo 22 modelo 32 modelo
n? PC Variancia n® PC Variancia n? PC Variancia

Classe 1 4 78,3% 4 80,4% 4 89,7%
Classe 2 4 70,1% 4 73,1% 4 90,9%
Classe 3 4 64,6% 4 67,8% 4 84,9%

Para verificar o poder de discriminacdo dos modelos construidos foram

utilizados os residuos e as distancias entre as classes, 0s quais representam o
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quanto cada classe € compacta e o quado distantes estdo uma das outras,
respectivamente. Um bom modelo exige que as classes sejam compactas e estejam
distantes entre si, pois desta forma a atribuicido da classe de uma amostra
desconhecida torna-se mais confiavel e inequivoca. As tabelas 2.3-5 e 2.3-6

mostram os residuos e as distancias entre as classes, respectivamente.

Na tabela 2.3-5 pode-se verificar que as classes sao razoavelmente
compactas, pois o residuo dentro de cada classe &€ menor que os residuos
interclasses, para todos os modelos.

TABELA 2.3-5. Residuo entre as classes, silvestre (1), eucalipto (2) e laranjeira (3),
para os trés modelos SIMCA

12 modelo
Classe 1 Classe 2 Classe 3
Classe 1 0,52 3,21 2,89
Classe 2 3,65 0,61 5,98
Classe 3 1,08 1,62 0,67
22 modelo
Classe 1 Classe 2 Classe 3
Classe 1 0,48 3,38 3,02
Classe 2 3,72 0,56 6,26
Classe 3 1,10 1,67 0,62
32 modelo
Classe 1 Classe 2 Classe 3
Classe 1 0,56 4,13 3,59
Classe 2 3,68 0,52 7,13
Classe 3 1,12 1,80 0,67

Analisando-se as distancias entre as classes (tabela 2.3-6, pagina 63),
observa-se que elas sao suficientemente separadas. Segundo consta no manual do
software Pirouette® (1985-2007) as classes sao consideradas separadas quando
apresentam distdncias maior que 3, e neste estudo a distdncia minima entre as
classes foi de 2,64, mostrando que, provavelmente, um bom resultado sera obtido
pelos modelos de classificagdo SIMCA.
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TABELA 2.3-6. Distancia entre as classes, silvestre (1), eucalipto (2) e laranjeira (3),
para os trés modelos SIMCA

12 modelo
Classe 1 Classe 2 Classe 3
Classe 1 0,00 5,04 2,64
Classe 2 5,04 0,00 5,85
Classe 3 2,64 5,85 0,00
22 modelo
Classe 1 Classe 2 Classe 3
Classe 1 0,00 5,79 3,11
Classe 2 5,79 0,00 6,76
Classe 3 3,11 6,76 0,00
32 modelo
Classe 1 Classe 2 Classe 3
Classe 1 0,00 6,24 3,31
Classe 2 6,24 0,00 7,61
Classe 3 3,31 7,61 0,00

Na tabela 2.3-7 (pagina 64) estd mostrada a classificacao das amostras
do conjunto de treinamento obtida usando-se os trés modelos construidos pelo
método SIMCA. Como foi verificado para o KNN, os modelos SIMCA classificaram-

nas 100% corretamente.
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TABELA 2.3-7. Previsao das amostras de treinamento pelos trés modelos SIMCA

Amostra Classe SIMCA
12 modelo 22 modelo 32 modelo

Silv1 1 1 1 1
Silv2 1 1 1 1
Silv3 1 1 1 1
Silv4 1 1 1 1
Silvs 1 1 1 1
Euct 2 2 2 2
Euc2 2 2 2 2
Euc3 2 2 2 2
Euc4 2 2 2 2
Euc5 2 2 2 2
Lar1 3 3 3 3
Lar2 3 3 3 3
Lar3 3 3 3 3
Lar4 3 3 3 3
Lar5 3 3 3 3

Na construgdo dos modelos PLS-DA foram utilizados os mesmos
parametros matematicos ajustados no PCA e a sua otimizagédo é semelhante aquela
do modelo PLS, utilizando-se o método de validagdo cruzada (leave-one-out), no
qual cada amostra do conjunto de treinamento é excluida uma vez e, em seguida, é
classificada pelo modelo construido utilizando-se o restante das amostras. Este
processo é repetido até que todas as amostras tenham sido deixadas de fora uma
vez.

Aléem disto, o numero 6timo de PCs foi estabelecido avaliando-se
alguns parametros estatisticos. Foram escolhidos os menores valores da soma dos
quadrados dos erros de previsdo e de calibragcdo (PRESS Val e PRESS Cal), dos
erros padrao de validacdo e de calibracdo (SEV e SEC) e os maiores coeficientes de
correlacdo entre a classe real e a classe predita durante a validacao (rVal) e durante
a calibracao (rCal) e, o critério de similaridade obtido a partir da relagdo SEC/SEV,
como esta mostrado na tabela 2.3-8 (pagina 65).

Os trés modelos foram comparados com base nestes parametros.

Primeiramente, os valores dos coeficientes de correlagdo (rCal e rVal) foram
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avaliados, sendo que valores maiores que 0,9 foram obtidos, mostrando que ha uma
boa concordancia entre os valores preditos pelo modelo e os valores experimentais.

O proximo quesito para a analise do ajuste do modelo sao os valores
de SEC e SEV. Para que um modelo esteja adequadamente ajustado, o conjunto de
validacdo deve produzir um valor de SEV similar ao SEC. Para os dois primeiros
modelos, estes valores ficaram entre 0,07 e 0,18. Além disto, as relagdbes SEC/SEV
indicaram que todos os modelos foram bem ajustados, uma vez que os valores
estdo todos no intervalo entre 0,5 e 1,0.

No entanto, no terceiro modelo, valores muito diferentes de SEV e SEC
foram obtidos. Valores de SEV muito maior que os de SEC indicam modelos sobre-
ajustados, isto &, a regressao encontrada considera dados que nao estao realmente
correlacionados, como por exemplo, ruidos, erros sistematicos, etc. (FERRAO et al.,
2004). A relacdo SEC/SEV calculada ndo esta no intervalo de similaridade e, por
isto, o modelo ndo pode ser considerado bem ajustado. Mesmo assim, este modelo
fui usado na analise das amostras de validacao externa, como sera mostrado na
tabela 2.3-10 (pagina 67).

TABELA 2.3-8. Parametros otimizados na contrucao dos trés modelos PLS-DA

Classe PCs Var% PRESS SEV rVal PRESS SEC rCal SEC/SEV

Val Cal

12 modelo

1 4 42,0 1,90 0,17 0,9302 0,62 0,10 0,9777 0,59
2 4 43,7 0,77 0,11 0,9721 0,27 0,07 0,9904 0,63
3 4 44,3 2,15 0,18 0,9202 0,78 0,12 0,9718 0,67
22 modelo

1 4 42,7 1,67 0,14 0,9546 0,76 0,10 0,9793 0,71
2 4 44.8 0,70 0,09 0,9812 0,34 0,07 0,9909 0,78
3 4 45,4 2,00 0,15 0,9450 0,96 0,11 0,9740 0,73
32 modelo

1 4 46,2 3,03 0,38 0,6455 0,11 0,08 0,9884 0,21
2 4 50,5 0,53 0,16 0,9423 0,05 0,05 0,9949 0,38
3 4 50,8 2,80 037 0,7260 0,11 0,08 0,9880 0,22

Na tabela 2.3-9 (pagina 66) estd mostrada a classificacao das amostras
do conjunto de treinamento obtida usando-se os trés modelos construidos pelo
método PLS-DA. Como foi verificado para os modelos KNN e SIMCA, os dois
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primeiros modelos PLS-DA classificaram-nas 100% corretamente. J& o terceiro,
cometeu um erro na classificagdo das amostras do conjunto de treinamento,
sugerindo que este apresentara uma eficiéncia menor na classificacao das demais

amostras.

TABELA 2.3-9. Previsao das amostras de treinamento pelos trés modelos PLS-DA

Amostra Classe PLS-DA
12 modelo 22modelo 32 modelo

Silv1 1 1 1 1
Silv2 1 1 1 1
Silv3 1 1 1 1
Silv4 1 1 1 3
Silvs 1 1 1 1
Euct 2 2 2 2
Euc2 2 2 2 2
Euc3 2 2 2 2
Euc4 2 2 2 2
Euc5 2 2 2 2
Lar1 3 3 3 3
Lar2 3 3 3 3
Lar3 3 3 3 3
Lar4 3 3 3 3
Lar5 3 3 3 3

A eficiéncia dos trés métodos de classificagédo foi verificada utilizando-
se as amostras do conjunto de validacdo externa. Para os trés modelos KNN, os
resultados estdo mostrados na tabela 2.3-10 (pagina 67). Os trés modelos
determinaram a classe correta para 100% das amostras. Estes resultados mostram
que eles podem ser utilizados para a previsdo da classe de amostras comerciais de

méis.
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TABELA 2.3-10. Previsdo da classe das amostras de validagdo externa utilizando-se
os trés modelos KNN

Amostra Classe KNN
12 modelo 22modelo 32 modelo

Silve 1 1 1 1
Silv7 1 1 1 1
Euc6 2 2 2 2
Euc7 2 2 2 2
Lar6 3 3 3 3
Lar7 3 3 3 3

A eficiéncia dos trés modelos de classificagcdo SIMCA também foi
verificada utilizando-se as amostras do conjunto de validacdo externa (tabela 2.3-
11). Como foi verificado para os modelos KNN, os trés modelos SIMCA classificaram
100% das amostras corretamente.

TABELA 2.3-11. Previsdo da classe das amostras de validagdo externa utilizando-se
os trés modelos SIMCA

Amostra Classe SIMCA
12 modelo 22 modelo 32 modelo

Silvbéa 1 1 1 1
Silv7a 1 1 1 1
Eucb6a 2 2 2 2
Euc7a 2 2 2 2
Lar6a 3 3 3 3
Lar7a 3 3 3 3

A eficiéncia dos trés modelos PLS-DA também foi verificada usando-se
as amostras de validacdo externa (tabela 2.3-12, pagina 68). Como foi verificado
para os modelos KNN e SIMCA, os dois primeiros modelos PLS-DA classificaram
100% das amostras corretamente, enquanto que o terceiro errou na classificacdo de
uma amostra.
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TABELA 2.3-12. Previsdo da classe das amostras de validagdo externa utilizando-se
os trés modelos PLS-DA

Amostra Classe PLS-DA
12 modelo 22modelo 32 modelo

Silve 1 1 1 1
Silv7 1 1 1 1
Euc6 2 2 2 2
Euc7 2 2 2 3
Lar6 3 3 3 3
Lar7 3 3 3 3

Apos verificar a eficiéncia dos modelos de classificagdo com amostras
de validacao externa, eles foram utilizados para fazer a previsdo das classes das
amostras comerciais de méis, sendo que os resultados estdo apresentados nas
tabelas 2.3-13 a 2.3-15.

Na tabela 2.3-13 (pagina 69) estda mostrada a classificacao das
amostras comerciais usando-se os trés modelos construidos pelo método KNN. O
primeiro e o terceiro modelos cometeram trés erros durante a classificagdo das
dezoito amostras, com relagdo a informacdo fornecida no rétulo do produto
comercial, apresentando 83,3% de acerto. Ja o segundo modelo errou quatro vezes,
apresentando 77,8% de acerto na classificagdo das amostras comerciais.

Dois méis silvestres (classe 1) foram classificados como de laranjeira
(classe 3) pelos trés modelos devido a sua maior proximidade com esta classe,
mostrando que podem ter o néctar das laranjeiras como fonte predominante de sua
composicao. Além disto, um mel de laranjeira (Lar9) foi classificado como silvestre
pelos trés modelos, mostrando-se mais semelhante aos méis silvestres.

Comparando-se os trés modelos KNN, o segundo, que é o modelo
construido utilizando-se os espectros feitos para as trés replicatas de cada amostra
e a média destes, apresentou a menor eficiéncia, apesar da diferenca entre este e
0s outros modelos ser pequena. Mesmo assim, ele mostrou uma boa percentagem

de classificacdo das amostras.
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TABELA 2.3-13. Previsao da classe dos méis comerciais pelos trés modelos KNN

KNN

12 modelo 22 modelo 32 modelo

Amostra Classe

Silvg
Silv9
Silvi0
Silvi1
Silvi2
Silvi3
Silvi4
Euc8
Euc9
Euci10
Euc1i1
Euc12
Euci3
Lar8
Lar9
Lar10
Lar11
Lar12

W W W = W DD N NN MNDND = =W ===
W W W = W DD NN NN NN = =W w = =
W W W = W NN NN DMND DD =22 W= W= =

W W W W W DD N NN MNDND ==L a

Na tabela 2.3-14 (pagina 70) estda mostrada a classificacdo das
amostras comerciais usando-se 0s trés modelos construidos pelo método SIMCA. O
primeiro e o terceiro modelos cometeram quatro erros durante a classificacao das
dezoito amostras, apresentando 77,8% de acerto. Ja o segundo modelo errou cinco
vezes, apresentando 72,2% de acerto.

Diferentemente do KNN, o modelo SIMCA pode classificar uma
amostra como nao pertencente a nenhuma das classes e isto aconteceu para trés
amostras quando o primeiro modelo foi usado e para quatro amostras utilizando-se o
segundo modelo. No entanto, este tipo de classificagdo nao foi observado quando o
terceiro modelo foi utilizado. Este resultado reflete o tamanho das hipercaixas
formadas. Nos dois primeiros, elas, possivelmente, foram mais compactas que no
terceiro. As amostras podem ter ficado proximas, mas nao dentro delas para

poderem ser classificadas corretamente.
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A Unica classificacdo errada que concordou entre os trés modelos foi
um mel de laranjeira (Lar9, classe 3), que foi classificado como sendo silvestre
(classe 1). Provavelmente, este mel ndo seja de laranjeira, uma vez que os modelos
KNN mostraram a mesma classificacao para ele.

Utilizando-se o terceiro modelo, quatro amostras da classe 3 foram
classificadas como pertencentes a classe 1, provavelmente porque houve
sobreposicao das hipercaixas ou porque a hipercaixa da classe 1 ficou maior quando
somente a média dos espectros foi usada para construir os modelos, ndo sendo uma
boa alternativa para a classificagdo das amostras da classe 3. Porém, esta forma de
construir os modelos SIMCA foi a mais eficiente para a classificagdo das amostras
da classe 1, ndo cometendo nenhum erro. Ponderando-se estes dois resultados
deste modelo, pode-se verificar que ele apresentou uma classificacdo igual a do

modelo 1, com relacdo ao numero de amostras classificadas corretamente.

TABELA 2.3-14. Previsao da classe dos méis comerciais pelos trés modelos SIMCA

SIMCA

12 modelo 22 modelo 32 modelo

Amostra Classe

Silv8
Silv9
Silvi0
Silvi1
Silvi2
Silvi3
Silvi4
Euc8
Euc9
Euc10
Euc11
Euc12
Euc13
Lar8
Lar9
Lar10
Lar11
Lar12
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Na tabela 2.3-15 esta mostrada a classificacdo das amostras
comerciais usando-se os trés modelos construidos pelo método PLS-DA. Os trés
modelos erraram uma vez durante a classificacdo das dezoito amostras comerciais,
apresentando 94,5% de acerto, ou seja, a amostra Silv10 (classe 1) foi classificada
como pertencente a classe 3.

Além disto, o terceiro modelo, que nado havia apresentado bons
resultados durante a sua otimizacdo mostrou-se igualmente eficiente durante a

classificacdo das amostras comerciais.

TABELA 2.3-15. Previsao da classe dos méis comerciais pelos trés modelos PLS-DA

Amostra Classe PLS-DA
12 modelo 22modelo 32 modelo
Silv8 1 1 1 1
Silv9 1 1 1 1
Silv10 1 3 3 3
Silv11 1 1 1 1
Silv12 1 1 1 1
Silv13 1 1 1 1
Silv14 1 1 1 1
Euc8 2 2 2 2
Euc9 2 2 2 2
Euc10 2 2 2 2
Euci1 2 2 2 2
Euc12 2 2 2 2
Euc13 2 2 2 2
Lar8 3 3 3 3
Lar9 3 3 3 3
Lar10 3 3 3 3
Lari1 3 3 3 3
Lar12 3 3 3 3

Com base nestes resultados, pode-se dizer que os trés modelos
apresentam uma boa capacidade de classificar os trés diferentes tipos de méis

estudados do estado de Sao Paulo, sendo que o método PLS-DA foi o método mais
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eficiente, classificando corretamente 94,5% das amostras, ou seja, classificou de
forma errada somente uma amostra de mel.

A classificacdo do mel Silv10 como pertencente a classe dos méis de
laranjeira foi a mesma pelos trés métodos utilizados, provavelmente, porque ele nao
€ silvestre, podendo ter as flores da laranjeira como flores majoritarias no

fornecimento de néctar.

2.3.2.3 — Discriminacdo dos méis de assa-peixe, cana-de-
acucar e adulterados com relagdo aos méis auténticos do estado de Sao
Paulo

Os méis de assa-peixe e aqueles produzidos a partir da cana-de-
acucar ndo sao comercializados com muita freqiéncia, por isso foi adquirido um
numero pequeno deles e, desta forma, ndo foram utilizados no estudo de
classificacdo dos méis comerciais do estado de Sao Paulo (item 2.3.2.2, pagina 49).
Mesmo assim, foi feita uma analise por PCA destes méis juntamente com aqueles
utilizados nos modelos de classificacdo. A este conjunto de dados também foram
adicionados os meéis Euc14 e Lar13, que na analise pela técnica SNIF-NMR foram
considerados adulterados.

Para esta analise foram mantidos 0s mesmos pré-processamentos,
transformacdes e selecao de variaveis que no estudo anterior.

A figura 2.3-13 (pagina 73) apresenta o grafico de scores das duas
primeiras PCs, sendo que 30,3% da variancia total dos dados foi descrita por PC1 e
15,2% por PC2. Neste grafico observa-se uma boa discriminacao entre as amostras
consideradas adulteradas, em valores positivos de PC1, e as demais. Os méis
silvestres também estdo bem discriminados, permanecendo em valores negativos de
PC1 e PC2. No entanto, ndo foi possivel distinguir satisfatoriamente os méis de
eucalipto, laranjeira e assa-peixe.

A figura 2.3-14 (pagina 73) apresenta uma ampliacao da figura 2.3-12,
entre os valores de PC1 de —15 a 10 e de PC2 de —8 a 18. Nesta ampliacdo pode
ser observado que, apesar da proximidade, as amostras de méis de eucalipto, assa-
peixe e de laranjeira formaram grupos distintos. Tal discriminagdo pode ser

explicada em funcdo do assa-peixe ser uma planta que floresce em um periodo
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intermediario aos de florescimento da laranjeira e do eucalipto. Além disto, verifica-

se que o0s méis produzidos a partir da cana-de-acgucar também se discriminaram.

Adulterados,

. ’ PC1 (30,3%)

FIGURA 2.3-13. Gréfico de scores de PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H dos méis
usados nos modelos de classificacdo, de assa-peixe, agucar e adulterados (45,5%)
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FIGURA 2.3-14. Ampliagéo do gréfico de scores mostrado na figura 2.3-12, mostrando a
discriminacao entre os méis de eucalipto, laranjeira, assa-peixe e agucar (45,5%)
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As variaveis responsaveis pela discriminacdo mostrada nas figuras 2.3-
13 e 2.3-14 foram identificadas analisando-se o grafico de /loadings juntamente com
os espectros de RMN de 'H destes méis. Na figura 2.3-15 (pagina 75) estdo
mostradas as ampliacées das regides de 6 0,00 a 3,10 e 4,50 a 9,70 dos espectros
dos méis Lar13, Lar2, Euc14, Euc1, AP1 e Acu2, mostrando algumas diferengas
entre eles, que foram de extrema importancia para a discriminagao.

Os méis Lar2 e Eucl1 apresentaram pequenas diferencas nos sinais
presentes em seus espectros, sendo que alguns compostos foram identificados na
figura 2.3-4 (pagina 51), mostrando que possuem algumas diferengas quimicas na
suas composicoes, e justificando a discriminacao observada entre os méis de
laranjeira e eucalipto. No entanto, as amostras Euc14 e Lar13 apresentaram
espectros iguais entre si e muito diferentes dos demais, mesmo tendo sido
adquiridas como méis de eucalipto e laranjeira, respectivamente. Estas diferencas
foram as responsaveis pela discriminagdo destas amostras e estdo relacionadas
com os compostos 5-hidroximetilfurfural (HMF — 1), acido citrico (H) e etanol (G), cuja
elucidagcdo sera mostrada no item 2.3.3.2, e com a auséncia dos sinais dos
aminoacidos encontrados nos outros méis.

O HMF tem sido muito usado como um indicador de adulteracao dos
méis utilizando-se xarope de sacarose. No entanto, ele também é formado pela
exposicdo do mel a altas temperaturas e durante um periodo longo, pelo
armazenamento em condi¢cdes inadequadas, variacdo de pH, entre outros fatores
(SANZ et al., 2003; FALLICO et al., 2004; GIDAMIS et al., 2004; TOSI et al., 2004 e
ZAPPALA et al., 2005). Portanto, o uso do HMF como indicador de adulteragdo tem
sido questionado. Além disto, alguns estudos mostraram que esta substancia
apresenta efeitos téxicos e tumorais. Porém, estudos mais recentes sugerem que
nao apresenta sérios riscos a saude, mas que ainda é matéria de debates (SPANO
et al., 2006). J& o acido citrico pode ter sido adicionado para atuar como
conservante, uma vez que estes méis sofreram alguma alteracdo nas suas
composicbes e poderiam fermentar ou sofrer algum outro processo de
decomposicéo.

Os méis de assa-peixe apresentaram espectros semelhantes aos dos
de eucalipto e de laranjeira, justificando o posicionamento intermediario aos grupos
destes dois tipos de méis no PCA. Ja os de cana-de-acucar, além de alguns sinais

semelhantes aos dos méis de eucalipto e de laranjeira, na regiao de ¢ 1,00 a 3,10,
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oMeis

também apresentaram os sinais dos hidrogénios aromaticos dos aminoacidos

tirosina e fenilalanina, como os méis silvestres, explicando o0 seu agrupamento em

valores préximos a zero de PC2.

(0] OH
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—— H2 -G
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FIGURA 2.3-15. Ampliagdes de & 0,00 a 3,10 e 4,50 a 9,70 dos espectros de RMN de 'H, com
supressao da agua, dos méis de eucalipto, laranjeira, assa-peixe e cana-de-agucar (D,0)
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2.3.24 — Estudo da influéncia da regionalidade sobre
amostras de méis por RMN de 'H

O estudo da influéncia da regionalidade sobre amostras de méis foi
realizado para verificar possiveis variacbes nas composicées quimicas dos méis
com relagdo a regido onde foram produzidos e mostrar quais as substancias
responsaveis por esta variacdo. Além disto, os méis das diferentes regides
apresentam diferencas significativas com relacdo ao valor de comercializacdo, que
podem estar relacionadas a uma melhor qualidade do produto, sendo variaveis a
serem analisadas. Por isso, foram obtidas amostras das cinco regides brasileiras,
porém nao foi possivel adquirir um numero igual de amostras para todas as regides.
Fatores relacionados a sazonalidade, também, foram avaliados, uma vez que foram
coletadas amostras em diferentes épocas entre os anos de 2005 e 2007.

A andlise iniciou-se pelo estudo dos méis comerciais de Sdo Paulo,
mostrado no item 2.3.2.2 (pagina 49), no qual foram escolhidos os melhores
parametros para serem usados na analise quimiométrica.

A figura 2.3-16 (pagina 77) apresenta o grafico de linhas com a
sobreposicao de todos os espectros analisados neste estudo. As regides de
exclusdo estdo marcadas em cinza e sao referentes ao sinal residual da agua apds
a supressao e do TMSP-d4, pois ndo sao pertencentes as amostras e foram
excluidas a fim de evitar que interferissem na discriminagao. Excluiram-se, também,
todos os ruidos presentes entre 0s sinais, para que o0s dados pudessem ser
autoescalados. No entanto, diferentemente do estudo mostrado no item 2.3.2.2
(pagina 49), a melhor discriminacao foi obtida mantendo-se os sinais referentes aos

carboidratos.
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FIGURA 2.3-16. Grafico de linhas correspondente aos espectros de RMN de 'H dos méis
analisados no estudo da influéncia da regionalidade, mostrando em cinza as regides de
exclusao

O grafico de scores de PC1 x PC2 de todas as amostras esta
apresentado na figura 2.3-17 (pagina 78), representando 24,1% da informagéao do
sistema, sendo que PC1 descreve 14,2% de variancia, enquanto que PC2 descreve
9,9%. Embora nao tenha sido possivel obter uma discriminacdao entre os méis das
cinco regides, alguns deles discriminaram-se, uma vez que alguns compostos

presentes nestes méis mostraram-se importantes para esta separagio.
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FIGURA 2.3-17. Gréfico de scores de PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H dos méis
analisados no estudo da influéncia da regionalidade (24,1%)

Em valores negativos de PC1 e positivos de PC2 estdo agrupados os
méis que passaram por algum processo de adulteracdo. Os méis Lar13, Euc14,
Jatai1 e Silv30 foram analisados no estudo da autenticidade utilizando-se a técnica
SNIF-NMR e aproximaram-se dos méis de cana-de-agucar, comprovando que
possuem a cana-de-agucar como, pelo menos, uma das fontes de acucar. Além
disto, adicionaram-se a eles, na figura 2.3-17, os méis Silv41, Silv43 e Silv47, pois
apresentam caracteristicas muito semelhantes.

Na figura 2.3-18 (pagina 79) estdao apresentados os espectros de RMN
de 'H dos méis Jatai1, Silv30, Silv41, Silv43 e Silv47, mostrando que todos
apresentam os sinais referentes ao HMF e ao acido citrico, como foi discutido no

item 2.3.2.3 (pagina 72) para os méis Lar13 e Euc14.
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FIGURA 2.3-18. AmpliagGes das regides de 6 0,00 a 3,10 e 4,50 a 9,70 dos espectros de
RMN de 'H, com supressao do sinal da 4gua, dos méis de jatai e silvestres (D,O)

A amostra chamada de Glu1, que trata-se de uma mistura de glucose
de mandioca e acgucar invertido, também discriminou-se das outras, sendo
observada em valores negativos de PC1 e PC2 no gréfico de scores (figura 2.3-17,
pagina 78). Esta discriminacdo pode ser explicada pela presenca dos sinais
referentes & sacarose no seu espectro de RMN de 'H, sendo que o hidrogénio
anomerico é o mais facilmente identificado em 6 5,40 (dubleto, J = 3,8 Hz). Além
disto, os isdbmeros da frutose apresentaram-se em menor quantidade em relacdo aos
outros méis, os sinais na regidao de 3 4,08 a 4,12, referente aos hidrogénios H3 e H4

da B-frutofuranose podem ser usados para comparagao (figura 2.3-19, pagina 80).
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FIGURA 2.3-19. Ampliacdo da regido de & 2,50 a 6,00 dos espectros de RMN de 'H, com
supressao do sinal da agua, dos méis de melato, de jatai e da amostra Glu1 (D,O)

O espectro de RMN de 'H da amostra Glu1 apresenta, também, os
sinais do HMF (I) e dos acidos férmico (J) e latico (M) (figura 2.3-20, pagina 81),

porém nao sao visualizados os sinais dos aminoacidos, comumente encontrados

nos méis.

Tendo sido encontrado o HMF tanto nos méis chamados de

adulterados como na amostra Glu1, pode-se dizer que ele € um dos responsaveis

pelo deslocamento destas amostras para valores negativos de PC1.

80



Melato

Glu1
H7 -1
H3 -1 _
o1 -4 J H4 -1 \
|

Jatai2 H2 -G
Kel H2-0 i

H3 - N
’ ‘ |

B {
Jatai3 0

F | wJ

) )

T T T T T T T T T T ¢ CT T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm|

FIGURA 2.3-20. Ampliagcbes das regides de 6 0,00 a 3,10 e 4,50 a 9,70 dos espectros de
RMN de 'H, com supressao da &4gua, dos méis de melato, de jatai e da amostra Glu1 (D;0)

O mel de melato (Silv22) também distanciou-se dos outros méis no
grafico do PCA. Esta discriminacdo pode ser explicada pela presenca dos sinais
referentes & sacarose no seu espectro de RMN de 'H (figura 2.3-19, pagina 80).
Segundo CAMPOS et al. (2003), o mel de melato difere do floral, pois possui
menores teores de glucose e de frutose e um maior teor de oligossacarideos, dentre
eles a sacarose.

As amostras Jatai2 e Jatai3, que sao méis produzidos pelas abelhas
Jatai, apresentaram dois dubletos, em o 4,95 e 499 (J = 3,7 e 3,6 Hz,
respectivamente), nos espectros de RMN de 'H (figura 2.3-19, pagina 80). Estes
sinais ndo foram observados nos outros méis, e provavelmente sédo referentes aos
hidrogénios anoméricos de outros carboidratos. A discriminagdo destas duas
amostras se deu em funcdo destas diferencas nas suas composi¢des. Além disto,
esta separacdo forneceu resultados que indicam a possibilidade de fazer a
discriminagcdo dos méis com relacao a espécie de abelha que os produziu, no
entanto, para confirmagédo seria melhor realizar a andlise de um numero maior de

amostras.
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Entretanto, foram observados outros sinais nos espectros de RMN de
'H dos méis de melato, Jatai2 e Jatai3, que devem ter auxiliado na discriminacédo
destas amostras para valores positivos de PC1 e negativos de PC2 do grafico de
scores. Diferentemente dos méis que localizaram-se em valores negativos de PC1
eles apresentaram os sinais dos hidrogénios da metila da alanina (N). Além disto,
nos espectros dos méis de jatai foram observados os sinais dos hidrogénios
aromaticos da fenilalanina (L) e da tirosina (K) (figura 2.3-20, pagina 81), que fez
com que eles se aproximassem dos meéis silvestres no grafico de scores obtido na
analise por PCA, uma vez que os espectros dos méis silvestres também apresentam
estes sinais (figura 2.3-4, pagina 51).

Os acidos acético (0), férmico (J) e latico (M) ndao foram importantes
para a discriminacao, porque foram observados em todos 0s espectros.

Uma discriminagdo semelhante a observada na PCA foi obtida na
analise por HCA (figura 2.3-21, pagina 83), realizada com 0s mesmos parametros da
PCA, incluindo a distancia Euclidiana e o método de conexao incremental. Um indice
de similaridade igual a 0,393 discriminou os méis em sete grupos. Os ramos A, B e
C do dendrograma correspondem as amostras entre os valores de -20 e 50 em PC1
e -10 e 10 em PC2 do grafico de scores (figura 2.3-17, pagina 78), em que nao
houve discriminacdo. Os grupos D a G sao referentes as amostras que se
discriminaram e serdo mostrados nas figuras 2.3-22 a 2.3-24.

A figura 2.3-22 (pagina 83) traz a ampliagdo do HCA correspondente
ao ramo D, na qual observa-se o agrupamento entre os dois méis de jatai.

Na figura 2.3-23 (pagina 84) estdo mostrados os ramos E e F, onde
observa-se que a amostra Glu1 e o mel de melato formaram grupos distintos. Ja na
figura 2.3-24 (pagina 84) estd mostrado o ramo G, referente ao agrupamento entre
0s méis que apresentam os sinais do HMF e do acido citrico, ou seja, passaram por

algum tipo de adulteracéo.

82



o 0E 05 ] 0z o0
| 1 | | | 1
% Y

E——-—;—i—|_l

— I I C _ D
=— ; E
= F
=+ | G

FIGURA 2.3-21. Dendrograma obtido do HCA dos dados de RMN de 'H dos méis
(similaridade: 0,393)
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FIGURA 2.3-22. Ampliagdo do ramo D do dendrograma mostrado na figura 2.3-21
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FIGURA 2.3-23. Ampliagao dos ramos E e F do dendrograma mostrado na figura 2.3-21
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Os méis produzidos nas diferentes regides brasileiras nao foram
discriminados, no entanto, houve a discriminacdo daqueles com caracteristicas
muito diferentes, por isso optou-se por exclui-los da matriz de dados e fazer uma
nova analise por PCA. A melhor discriminagéo foi obtida excluindo-se os sinais dos
carboidratos, que tinham sido importantes para a discriminacao anterior.

A figura 2.3-25 mostra o grafico de scores obtido selecionando-se as
duas primeiras PCs, sendo que PC1 descreve 12,4% da variancia do conjunto de
dados, enquanto que PC2 descreve 11,3%, e as duas PCs descrevem, juntas,
23,7%. A discriminacao obtida ndo foi muito boa, nao sendo obtidos grupos distintos
para os méis de cada regido, mas foi possivel observar uma tendéncia para a
separacdo. Este resultado mostra que a maioria dos méis coletados nas diferentes
regides do Brasil é muito semelhante, ndo apresentando diferengas significativas

nas suas composicoes.
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FIGURA 2.3-25. Gréfico de scores de PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H dos méis
analisados no estudo da regionalidade, apds exclusao de amostras (23,7%)

As amostras que formaram o grupo Norte1 apresentaram-se diferentes
das demais mostradas na figura 2.3-25, pois mostraram sinais mais intensos das
metilas dos &cidos acético (O) e latico (M) e do etanol (G) no espectro de RMN de 'H

(figura 2.3-26, pagina 86), quando comparados aos outros méis. Além disto, 0 mel
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Silv46 também apresentou os sinais do HMF (I), mas em menor intensidade do que
nos espectros dos méis considerados adulterados, justificando a sua discriminacao.
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FIGURA 2.3-26. Ampliagcbes das regides de 6 0,00 a 3,10 e 4,50 a 9,70 dos espectros de
RMN de 'H, com supressao do sinal da 4gua, dos méis Silv44 e Silv46 (D,0)

Os resultados mostram que os méis produzidos em todas as regides
brasileiras sdo muito semelhantes, nao sendo possivel definir algumas substancias
gue sejam responsaveis por uma possivel discriminacdo. No entanto, a separacéo
dos méis dos diferentes tipos foi explicada com base nas substancias presentes.

Mesmo assim, pode-se dizer que a RMN de 'H aliada & quimiometria é
uma ferramenta com grande potencial para ser usada na discriminacdo dos
diferentes tipos de méis. Isto porque, além de uma boa discriminacao entre os tipos
de méis, mostra uma tendéncia para a discriminacdo dos méis das diferentes

regides brasileiras.
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2.3.2.5 — Discriminac&o dos tipos de méis por RMN de °C

Na figura 2.3-27 (pagina 87) esta mostrada a ampliagdo da regiao de
60,0 a 100,0 dos espectros de RMN de C dos méis Euci, Larl e Silv1.
Comparando-os com os espectros dos vinte primeiros méis analisados pode-se dizer
que os sinais majoritarios visualizados sao iguais para todos e correspondem aos
carboidratos, ou seja, a- e B-glucopiranose, o- e B-frutofuranose e B-frutopiranose,
como estd mostrado no item 2.3.3.1. Por isto, fez-se necessaria a utilizacdo dos

métodos quimiométricos para a diferenciacao entre eles.

Euct

_J.J_,LLA.JLJ 11 . MJU ) v

Lar1

e JJJ M,JU ! V.

Silv1

_J_JMAJ L'LJLHA_JU |

I T T T T T T T T T 1
105 100 95 S0 85 80 75 70 65 ppm|

FIGURA 2.3-27. Ampliacéo de & 60,0 a 110,0 dos espectros de RMN de '*C dos méis de
eucalipto, laranjeira e silvestre (D,0)

Em seguida, estdo mostrados dois estudos que foram realizados
objetivando-se discriminar os méis aplicando-se os métodos de analise exploratéria

aos espectros de RMN de "*C.
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2.3.2.5.1 — Espectros de RMN de *C processados com 32768 pontos

Inicialmente, os espectros de RMN de *C dos méis foram processados
utilizando-se 32768 pontos (32k) e, em seguida, foram analisados visualmente
buscando diferencas que poderiam discriminar os diferentes tipos. No entanto, como
pode ser visto na figura 2.3-27 (pagina 87) as pequenas diferencas observadas
estdo relacionadas com os compostos minoritarios. Desta forma, a analise visual
ndao pbéde contribuir para a discriminacdo proposta, fazendo-se necessario a
aplicacdo dos métodos quimiométricos PCA e HCA aos espectros de RMN de *C.

No estudo por PCA os parametros foram ajustados, iniciando-se pela
selecdo das variaveis. Na primeira andlise foi usado todo o espectro, excluindo-se
somente as regidbes de ruidos e do TMSP-d4, aplicando a normalizagao para a
norma um, a primeira derivada e o autoescalamento aos dados. No entanto, nao foi
obtida uma boa discriminagéo entre os tipos de méis. Por isso, o grafico de loadings
foi analisado com o intuito de encontrar as varidveis que forneceriam a melhor
discriminagdo e foi verificado que os sinais menos intensos nao apresentaram
influéncia para a discriminacdo. Desta forma, estes sinais foram excluidos,
permanecendo somente os dos carboidratos, como pode ser visto no grafico de
linhas mostrado na figura 2.3-28.

Unnamed

40

30

20

Response (E +07)

D Lk I UW\UMJ

1] 200 400 600 800
Variahle Index

FIGURA 2.3-28. Graéfico de linhas correspondente aos dados de RMN de '°C dos méis,
espectros processados com Sl=32k; mostrando em cinza as regides de exclusao
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O grafico de scores de PC1 x PC2 obtido na analise por PCA esta
mostrado na figura 2.3-29 e representa 57,4% da informacéo do sistema, sendo que
PC1 descreve 36,2% de variancia total e PC2 descreve 21,2%. Neste grafico pode
ser observada a formacao de trés grupos distintos. O grupo chamado de Eucalipto,
em valores negativos de PC1 e PC2, foi formado por dois méis de eucalipto. No
grupo chamado de Silvestre, em valores negativos de PC1 e positivos de PC2,
observa-se uma predominancia dos méis silvestres, mas verifica-se a presenca de
um mel de laranjeira e um de eucalipto. O grupo Laranjeira, foi assim denominado,
por conter um maior niumero de méis de laranjeira, os méis silvestres presentes
neste grupo podem ter o néctar das flores de laranjeira como fontes predominantes

nas suas composicoes e o mel de eucalipto Euc3 foi agrupado de forma errada.

“ sitve

©lar1a
 5ihe15 ©
L Lars

< .
Lard "Giyiqe Lard,,

S P
S SIE © gy,

Silvestre

Laranjeira

PC2 (21,2%)

Eucalipto

-20-— T T

_'5 '
PC1 (36,2%)

FIGURA 2.3-29. Graéfico de scores de PC1 x PC2 dos dados de RMN de °C dos méis;
espectros processados com Sl=32k (57,4%)

O dendrograma obtido da andlise por HCA esta mostrado na figura 2.3-
30 (pagina 90). A linha pontilhada em um indice de similaridade de 0,485 distinguiu
as amostras em trés grupos. No grupo Laranjeira houve o agrupamento de um mel
de eucalipto, além dos silvestres. No grupo Silvestre observa-se a presenca de um
de laranjeira e um de eucalipto. No grupo Eucalipto dois méis de eucalipto

agruparam-se.
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FIGURA 2.3-30. Dendrograma dos dados de RMN de '*C dos méis; espectros processados
com SI=32k (similaridade: 0,485)

O resultado obtido aplicando-se os métodos quimiométricos aos
espectros de RMN de *C nao foi muito bom, principalmente quando comparado ao
obtido com a andlise dos espectros de 'H. Por isso, objetivando-se melhorar esta
discriminagdo mudou-se o0 numero de pontos usados no processamento dos

espectros, como serd mostrado a seguir.
2.3.2.5.2 — Espectros de RMN de *C processados com 65356 pontos

O processamento dos espectros de RMN de '*C utilizando-se 65356
pontos (64k) gerou uma matriz de dados com o dobro do numero de pontos daquela
mostrada na figura 2.3-28 (pagina 89). A andlise foi feita excluindo-se as mesmas
regibes espectrais e mantendo-se as mesmas transformacdes e pré-
processamentos que anteriormente, com o objetivo de verificar somente a influéncia
do numero de pontos usado no processamento dos espectros sobre a discriminacao
dos tipos de méis. O grafico de linhas obtido esta mostrado na figura 2.3-31.
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FIGURA 2.3-31. Gréfico de linhas correspondente aos dados de RMN de *C dos méis;
espectros processados com Sl=64k, mostrando em cinza as regides de exclusao

O grafico de scores de PC1 x PC2 obtido na analise por PCA esta
mostrado na figura 2.3-32 (pagina 92). PC1 descreve 46,8% de variancia do
conjunto de dados, enquanto que PC2 descreve 16,5%, e as duas PCs juntas
descrevem 63,3% da variancia total. Neste grafico pode ser observado que os méis
Lar13 e Euc14 formaram um grupo distinto dos outros, em valores positivos de PC1
e PC2, e este grupo foi chamado de adulterados, sendo um resultado semelhante ao
obtido na analise quimiométrica dos espectros de RMN de 'H. O mel de eucalipto
Euc3 distanciou-se dos outros, ficando em valores negativos de PC2. O grupo
Silvestre, em valores negativos de PC1 e PC2, foi formado somente por méis
silvestres. Ja o grupo Laranjeira contém a maioria dos méis de laranjeira e dois méis
de eucalipto, que foram agrupados de forma errada, além dos silvestres.

O dendrograma, obtido na analise por HCA, estd mostrado na figura
2.3-33 (pagina 92). Um indice de similaridade de 0,545 distinguiu as amostras em
quatro grupos, sendo que somente no primeiro grupo, que é o dos méis de

laranjeira, foram observadas amostras agrupadas de forma errada.
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FIGURA 2.3-32. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos dados de RMN de "3C dos méis;
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FIGURA 2.3-33. Dendrograma dos dados de RMN de '*C dos méis; espectros processados
com Sl=64k (similaridade: 0,545)
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A discriminacao dos tipos de méis obtida quando os espectros foram
processados com 64k (figuras 2.3-32 e 2.3-33, pagina 92) ficou melhor do que a
obtida com os espectros processados com 32k pontos (figuras 2.3-29 e 2.3-30,
paginas 89 e 90), provavelmente por que a utilizacdo de um nimero maior de pontos
no processamento forneceu uma maior resolucao aos espectros, o que possibilitou
uma melhor discriminagao.

Comparando-se o0s resultados obtidos aplicando-se os métodos
quimiométricos aos espectros de RMN de 'H e de '°C, pode-se dizer que a andlise
dos dados de 'H forneceu melhores resultados devido a sua maior sensibilidade
quando comparada a de '*C, sendo possivel visualizar nos espectros de 'H os sinais
dos compostos minoritarios e que foram os responsaveis pela discriminacao. Para
observar estes sinais com uma relacédo sinal/ruido satisfatéria no espectro de '*C o

seu tempo de aquisicao seria muito maior, o0 que tornaria a medida inviavel.

2.3.3 — Elucidacao estrutural dos metabdlitos presentes
nos méis usando a Espectroscopia de RMN

A atribuicdo dos sinais de RMN e a elucidacdo estrutural das
substancias presentes nos méis foram efetuadas a partir dos experimentos de RMN
das amostras intactas, ou seja, sem nenhum processo de isolamento ou purificagao.
Os sinais observados nos espectros de RMN de 'H compreendem a regido espectral
de 6 0,8 a 10,0.

2.3.3.1 — Elucidagao dos carboidratos presentes nos méis

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos dos carboidratos foi possivel
a partir dos experimentos de RMN de 'H, '*C, TOCSY, gHSQC e gHMBC realizados
para o mel Lar13, e com o auxilio da literatura (FAN, 1996, SOBOLEV et al., 2003;
SOBOLEV et al., 2005 e FAN e LANE, 2008).

A realizacdo do espectro de RMN de '°C foi necesséria, pois muitos
deslocamentos quimicos eram muito proximos e a resolucdo dos experimentos

bidimensionais n&o permitiu a completa atribuicao.
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A o-glucopiranose (A) foi identificada pela presenca de um dubleto em
§ 5,22 no espectro de RMN de 'H (J = 3,7 Hz), referente ao hidrogénio anomérico
(H1 — A). Ja a B-glucopiranose (B) foi identificada pela presenga de um dubleto em §
4,63 (J = 8,0 Hz), também referente ao hidrogénio anomérico (H1 — B). O sinal do
H2 de B foi observado em & 3,23 como um duplo dubleto (J = 8,0 e 9,2 Hz),
referentes ao acoplamento com os hidrogénios H1 e H3.

No experimento de TOCSY (figura 2.3-34) foram observadas,
principalmente, as correlacdes dos hidrogénios H1 de A e B, que correlacionaram-se
com todos os outros hidrogénios das moléculas. As correlagcdes dos sinais entre d
3,20 e 4,20 foram mais dificeis de serem observadas devido a sobreposicdo no

espectro de RMN de 'H, mas estdo descritas na tabela 2.3-16 (pagina 100).

OH
. 6 o) 4 6 s O
HO > HO OH
HO 2 ! HO 2
OH p OH 1

OH
a-Glucopiranose (a-Glu ) - A B-Glucopiranose (B-Glu) - B

1A Hi-B

H2 - B
1 “ ppm

—_— N 0o

"

- ) oW

n

T T T T I T 6.0
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 ppm

FIGURA 2.3-34. Correlagées 'H-"H observadas no experimento de TOCSY do mel Lar13,
evidenciando os sinais dos carboidratos (D.O)
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Nos experimentos de gHSQC (figura 2.3-35) e gHMBC (figura 2.3-36,
pagina 96) puderam ser observadas, principalmente, as correlacbes para 0s
hidrogénios H1 de A e B. O sinal em § 5,22 (H1 - A) mostrou correlagdo 'Jcy em &
94,6 e "Jony em & 74,0 e 75,4, referentes aos carbonos C2 e C3. Ja o sinal em § 4,63
(H1 - B) mostrou correlagdo 'Jcy em & 98,4 e "Joy em & 76,7 e 78,3, também
referentes aos carbonos C2 e C3.

As correlacdes dos hidrogénios entre 6 3,20 e 4,20 foram mais dificeis
de serem observadas devido a sobreposicdo. No entanto, todos os carbonos dos
carboidratos puderam ser atribuidos, e estdo descritos na tabela 2.3-16 (pagina
100).

H1-A ) H2 - B

J J.[ ppm

— - @
7 4 -85
90
— 4 c1-A -95
——ﬁ “ Ci1-B
T T I T T | T T T I T
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 ppm

FIGURA 2.3-35. Correlacdes 'H-"°C observadas no experimento de gHSQC do mel Lar13,
evidenciando os sinais dos carboidratos (D-O)
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FIGURA 2.3-36. Correlacdes 'H-"3C observadas no experimento de gHMBC do mel Lar13,
evidenciando os sinais dos carboidratos (D-O)

No espectro de RMN de '*C mostrado ampliadamente nas figuras 2.3-
37 a 2.3-40 (paginas 97 a 99) estdo apresentados os deslocamentos quimicos de
todos os carbonos dos carboidratos presentes neste mel. Para a glucose foram
observadas as formas o e [ piranosidicas (o-glucopiranose e B-glucopiranose,
respectivamente), enquanto que para a frutose foram observadas as formas a e B
furanosidicas e B piranosidica (a-frutofuranose, B-frutofuranose e B-frutopiranose,

respectivamente).
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OH CH,OH OH OH
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FIGURA 2.3-37. Ampliacdo de & 82,0 a 108,0 do espectro de RMN de "*C do mel Lar13 (D,O)
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FIGURA 2.3-38. Ampliacéo de & 73,5 a 79,3 do espectro de RMN de '*C do mel Lar13 (D,O)

C4-C
C5-C
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FIGURA 2.3-39. Ampliacdo de & 69,7 a 73,3 do espectro de RMN de "*C do mel Lar13 (D,O)
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FIGURA 2.3-40. Ampliacdo de & 62,5 a 68,0 do espectro de RMN de '*C do mel Lar13 (D,O)

No espectro de RMN de *C também foi possivel observar um sinal em
8 216,0 (figura 2.3-41), com intensidade muito menor do que os outros sinais, sendo

referente ao carbono da carbonila da forma ceto da frutose aciclica (GOUX, 1985).

CH,OH

——O

HO——H
H———OH

H————OH

TrrrprTrTTTTTYT frerrrTeeT [rorrreeey [rorrrreer froreeet CHZOH
218 217 216 215 ppm Frutose

FIGURA 2.3-41. Espectro de RMN de "*C do mel Lar13, evidenciando o sinal em § 216,0
(D:0)

Na figura 2.3-42 (pagina 101) estdo apresentadas as estruturas dos
carboidratos presentes no mel Lar13.
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TABELA 2.3-16. Dados de RMN de 'H e '°C e correlagdes 'H-'H e 'H-'3C para os
carboidratos do mel Lar13

Posi 13 8 'H (mult.,

¢io 6 °C Jem Hz) TOCSY gHSQC gHMBC

o-Glucopiranose (o-Glu) — A

1 94,6 5,22 (d, 3,7) H2, H3, H4, H5, H6a C1 C1,C2eC3
e Heb

2 74,0 3,54-349m HA1 Cc2 C3

3 75,4 3,73-3,66 m H1 C3 C2,C4eC5h

4 721o0u722 3,42-3,35m HA1 C4 C2e(C5

5 73,9 3,84-3,78 m H1 C5 C4

6a 63,3 3,73-3,67m H1 C6 C4eC5

6b 63,3 3,85-3,79m H1, H2 e H4 C6 C4

B-Glucopiranose (B-Glu) — B

1 98,4 4,63 (d, 8,0) H2, H3, H4, H5, H6a C1 C1,C2eC3
e Heb

2 76,7 3,23 (dd, 8,0; H1, H3, H5, H6a e Cc2 C1,C3eC5

9,2) Héb

3 78,3 3,50-3,40 m H1, H2, H6a e H6b C3 C1,C2eC4

4 72,1o0u722 3,46—-3,35m H1, H6a e H6b C4 C3eC5

5 78,4 3,50-3,40 m H1 C5 C1,C2eC4

6a 63,4 3,77-3,72m H2, H3, H4 e H5 C6 C4

6b 63,4 3,90-3,85m H1,H2,H3, H4 e H5 C6 C3eC5

B-Frutopiranose (B-FP) - C

1a 66,5 3,567-3,52m H1b C1 C2,C3eC4

1b 66,5 3,72-3,66 m Hia C1 C2,C3e C4

2 100,6

3 70,2 3,79-3,74m  Hia, H1b, H3 e H6b C3 C1,C2eC4

4 72,3 3,90-3,85m H1b, H3 e H6a C4 C1,C3eC5

5 71,8 3,99-3,97m C5 C3

6a 65,9 3,72-3,65m C6 C1,C3eC4

6b 65,9 4,03-3,97 m H1b, H3 e H4 Cé6 C2eC5

B-Frutofuranose (B-FF) - D

1 65,4 3,58-3,53m C1 C2

2 104,1

3 78,0 4,10 -4,07m H6a e H6b C3 C4,C5eC6

4 77,0 4,10-4,07 m H6a e H6b C4 C5eC6b

5 83,2 3,85-3,77m Héa C5 C2

6a 65,0 3,82-3,75m Héb C6 C5

6b 65,0 3,68-3,62m C6 C4eC5

o-Frutofuranose (a-FF) — E

1 65,6 3,65-3,62m C1 C2

2 107,0

3 84,5 4,10 -4,07m H6a e H6b C3 C2

4 78,6 4,00 -3,95m C4 C3

5 83,8 4,07 -4,02m C5 C6

6a 63,7 3,68 -3,64 m C6 C3eCh

6b 63,7 3,80-3,77m C6 C5
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3 OH
OH
a-Glucopiranose (a-Glu ) — A B-Glucopiranose (B-Glu) — B
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HOH,C OH HOH,C CH,OH
5 0] O o]
HO 6 OH OH 5 H 2 5 H 2
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4 2 4 3 1 4 3
OH CH,OH OH OH
B-Frutopiranose (B-FP ) - C B-Frutofuranose (B-FF ) — D a-Frutofuranose (o-FF ) — E

FIGURA 2.3-42. Estruturas dos carboidratos presentes no mel Lar13

2.3.3.2 — Atribuicdo dos sinais menos intensos no espectro
de RMN de 'H do mel Lar13

Na andlise quimiométrica dos méis nacionais (item 2.3.2.4, pagina 76)
foi observado que as amostras Lar13, Euc14, Jatai1, Silv30, Silv41, Silv43 e Silv47
formaram um grupo que discriminou-se das demais amostras. Analisando-se 0s
seus espectros de RMN de 'H verificou-se que apresentaram sinais iguais entre eles
e diferentes das outras amostras (figuras 2.3-15 e 2.3-18, paginas 75 e 79). Por isto,
foi proposto identificar os compostos presentes, pois estes foram os responsaveis
pela discriminacao destes méis na analise por PCA.

O mel Lar13 apresentou sinais de RMN de 'H caracteristicos dos
carboidratos o- e B-glucopiranose, o- e B-frutofuranose e B-frutopiranose (A a E)
(item 2.3.3.1, pagina 93), etanol (G), acido citrico (H), 5-hidroximetilfurfural — HMF (1)
e acido férmico (J), confirmados pelos experimentos bidimensionais gCOSY,
gHSQC e gHMBC (figuras 2.3-43 a 2.3-45).

O etanol (G) foi identificado pela presenca de um tripleto em 6 1,15 (J =
7,1 Hz) no espectro de RMN de 'H, correspondente aos hidrogénios H2. Ja o acido
citrico (H) foi identificado observando-se dois dubletos em & 2,79 (referentes aos
hidrogénios H2b e H4b) e 2,94 (H2a e H4a), com J= 15,5 Hz.

Na ampliagdo da regiao de & 1,00 a 3,70 do experimento de gCOSY

(figura 2.3-43, pagina 102) verificou-se uma correlagdo para o etanol, entre os
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hidrogénios H2 e H1. Para o acido citrico também foi observado uma Unica

correlacao entre os hidrogénios H2a e H4a e os hidrogénios H2b e H4b.

o
o aﬁe/ a
2 \_| |/
H,C~ ~OH VAN EEEERN EERN
HO Hb OH Hb OH
Etanol - G Acido citrico - H

H2a e H4a-H H2 -
‘ _-H2b e H4b - H l
H1-G ppm

[ ,

0 b
ot i

T T T T
3.0 2.5 2.0 1.5

ppm

FIGURA 2.3-43. Correlacdes 'H-"H observadas no experimento de gCOSY do mel Lar13,

evidenciando os sinais do etanol (G) e do &cido citrico (H) (D.O)

Nos experimentos de gHSQC (figura 2.3-44, pagina 103) e gHMBC
(figura 2.3-45, pagina 103) foi possivel correlacionar os sinais dos hidrogénios com

os carbonos das estruturas. O tripleto em & 1,15 (H2 — G) apresentou correlacdo 'Jcn

em & 19,6 e 2Jcy em & 60,1, referente ao C1. Ja para o &cido citrico (H), o dubleto
em & 2,79 mostrou correlacdo 'Jcy em & 46,1 e "Joy em & 76,1; 176,5 e 180,2,

referentes aos C3; C1 e C5; e C6, respectivamente. J&A o dubleto em & 2,94

apresentou correlagdo 'Joy em & 46,1 e "Joy em 8 76,1 e 176,5, referentes aos C3;

C1 e C5, respectivamente. A elucidacdo completa do etanol e do acido citrico esta

mostrada na tabela 2.3-17 (pagina 107).
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FIGURA 2.3-44. Correlacdes 'H-"°C observadas no experimento de gHSQC do mel Lar13,
evidenciando os sinais do etanol (G) e do &cido citrico (H) (D.O)
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FIGURA 2.3-45. Correlacdes 'H-"3C observadas no experimento de gHMBC do mel Lar13,
evidenciando os sinais do etanol (G) e do acido citrico (H) (D-0)
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O 5-hidréximetilfurfural (HMF - 1) foi identificado pela presenga de dois
dubletos em & 6,68 e 7,54 (J = 3,7 Hz) no espectro de RMN de 'H, referentes aos H4
e H3 do anel furano, respectivamente, e de um singleto em § 9,45, caracteristico de
um hidrogénio aldeidico, correspondente ao H7. Ja o acido férmico (J) mostrou um
singleto em o 8,45.

Na ampliagdo da regiao de & 4,00 a 9,70 do experimento de gCOSY
(figura 2.3-46) verificou-se uma correlagao entre os hidrogénios H3 e H4 do HMF (1).
O sinal do hidrogénio metilénico H6, em & 4,69, somente foi localizado através de
suas correlacdes nos experimentos de gHSQC (figura 2.3-47, pagina 105) e gHMBC
(figuras 2.3-48, pagina 106), apresentando correlagdo 'Jo em & 58,8 e "Jor em &

113,7 e 164,1, referentes aos C4 e C5, respectivamente.

4 3

5 2

6 O
;

5-hidroximetilfurfural — |
H7 -1 H3 -1 H4 -1 JUM\U
. l J ppm

. | ‘ W
3 '
¢ ) _
% ! i
! _—5.0
[]
% A ' L 5.5
' ;
! _—6.0
6.5
— ] [] L
7.0
— ‘ ) -7.5
8.0
-8.5
9.0
- ] ! -9.5
SRR N I I A
9 8 7 6 5 ppm

FIGURA 2.3-46. Correlacdo 'H-'H observada no experimento de gCOSY do mel Lar13,
evidenciando os sinais do HMF () (D.O)
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Através dos experimentos de RMN bidimensionais (gHSQC e gHMBC)
também foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos dos outros carbonos ligados
aos hidrogénios do HMF (I). O hidrogénio H4 apresentou correlagdo 'Jcy em & 113,7
e "Joch em & 154,3 e 164,1, referentes aos C2 e C5, respectivamente. O H3 mostrou
correlacdo 'Joy em 8 129,7 e "Joy em & 113,7, 154,3 e 164,1, referentes aos C4, C2
e C5, respectivamente. O H7 apresentou correlacdo 'Jcy em & 183,2 nos dois
experimentos. A elucidagcdo completa do HMF esta mostrada na tabela 2.3-17
(pagina 107).

O hidrogénio 1 (H1) do &cido férmico (J) apresentou correlagdo 'Jo
em d 173,5 (figura 2.3-47).

Na figura 2.3-49 (pagina 106) estdo apresentadas as estruturas dos

compostos que apresentaram sinais menos intensos no espectro de RMN de 'H do

mel Lar13.
H6 - | w
H7 -1
H3 -1 -
H1-J | H4 -1
1 J ppm ppm
I N 110
P « F
1 0 Ca-1¢ 56
i )k -120
Em H 1 OH t
- _ : L 57
-5 Acido formico -J . F130
C3 g
5—140 L 58
A
- -150 1 C6 - |
S N/ <59
a - 160
- 60
=170
‘*C1-J ‘
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[T I I T I I I I‘ T I i I |
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FIGURA 2.3-47. Correlacdes 'H-"°C observadas no experimento de gHSQC do mel Lar13,
evidenciando os sinais do HMF () e do acido férmico (J) (D20)
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FIGURA 2.3-48. Correlacdes 'H-"3C observadas no experimento de gHMBC do mel Lar13,

evidenciando os sinais do HMF () (D-O)
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FIGURA 2.3-49. Estruturas dos compostos que apresentaram sinais menos intensos no
espectro de RMN de 'H do mel Lar13
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TABELA 2.3-17. Dados de RMN de 'H e °C e correlagdes 'H-'H e 'H-'°C para o
etanol (G), acido citrico (H), 5-hidroximetilfurfural (I) e acido férmico (J)

Posicio ¢ O H (T‘;'rﬂplf::)idade’ gcosy  gHsQC gHMBC
Etanol (G)

1 60,1 3,56 —-3,66 m H2 C1 Cc2

> 19,6 1,15 (t, 7,1) Hi c2 C1
Acido citrico (H)

1 176,5 --- - --- ---

2a 46,1 2,94 (d, 15,5) Hob Cc2 C1,C3,C56e C6

2b 46,1 279 (d, 15,5) Hoa Cc2 C1,C3eC5

3 76,1 --- - --- ---

4a 46,1 2.94 (d, 15,5) Hab C4 C1,C3,C56eC6

4b 46,1 279 (d, 15,5) Hda C4 C1,C3eC5

5 176,5 --- - --- ---

6 180,2 --- - --- ---
5-hidréximetilfurfural (HMF - 1)

2 154,3 --- --- --- ---

3 129,7 7,54 (d, 3,7) H4 Cc3 C2,C4eC5

4 113,7 6,68 (d, 3,7) H3 C4 C2eC5

5 164,1 --- --- --- ---

6 58,8 4,69 (s) - C6 C4eC5

7 183,2 9,45 (s) --- C7 C7
Acido férmico (J)

1 173,5 8,45 (s) C1

2.3.3.3 — Elucidacdo de outros compostos presentes nos

meéis

Todos os méis apresentaram os sinais de RMN de 'H caracteristicos
da o- e B-glucopiranose, a- e B-frutofuranose e B-frutopiranose (A — E) (item 2.3.3.1,
pagina 93). Além disto, foi possivel atribuir os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos de outros compostos presentes nos méis, entre eles a
tirosina (K), a fenilalanina (L), o acido latico (M), a alanina (N) e o acido acético (O),
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que foram confirmados pelos experimentos bidimensionais gCOSY, gHSQC e
gHMBC (figuras 2.3-50 a 2.3-55, paginas 108 a 112) realizados para o mel Jatai2.

A tirosina (K) foi identificada no espectro de RMN de 'H pela presenca
de dois dubletos com base alargada em & 6,88 (H3 e H5; J=8,4 Hz) e 7,18 (H2 e
H6; J = 8,4 Hz), referentes a um sistema de acoplamento AA’XX’ de um anel
benzénico para-substituido. Ja a fenilalanina (L) apresentou dois dubletos em 6 7,31
(H2 e H6; J=7,2 Hz) e 7,41 (H3 e H5; J = 7,2 Hz), e um multipleto, na regiao de o
7,35 a 7,39, correspondente ao hidrogénio H4.

Na ampliagdo da regido de & 6,70 a 7,60 do experimento de gCOSY
(figura 2.3-50) verificou-se uma unica correlagdo para a tirosina, entre os sinais em 9
6,88 e 7,18. Para a fenilalanina também foi verificado uma correlagdo entre os
dubletos em § 7,31 e 7,41.

Tirosina - K

K

pPpm

H3 e H5 H3 e H5
\ H2 e H6 H2 e H6 )

—7.6
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 ppm

FIGURA 2.3-50. Correlacdes 'H-"H observadas no experimento de gCOSY do mel Jatai2,
evidenciando os sinais da tirosina (K) e da fenilalanina (L) (D,O)
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Nos experimentos de gHSQC e gHMBC (figuras 2.3-51 e 2.3-52) foi
possivel correlacionar os sinais dos hidrogénios com os carbonos das moléculas. O
dubleto em § 6,88 (H3 e H5) da tirosina (K) apresentou correlagdo 'Jo em 8 118,6 e
"Jon em & 129,4, referente ao C1. Ja o dubleto em & 7,18 (H2 e H6) apresentou
correlacdo 'Jcy em & 133,5 e "Joy em & 157,5 (C4).

Para a fenilalanina (L), o dubleto em & 7,31 (H2 e H6) apresentou
correlacdo 'Joy em & 132,1 e "Joy em & 130,4 e 131,8, referentes aos carbonos C4,
C3 e C5, respectivamente. O dubleto em & 7,41 (H3 e H5) apresentou correlacao
'Jon em 8 131,8 e "Joy em § 132,1, referentes aos C2 e C6. O multipleto na regido
de & 7,35 a 7,39 (H4) apresentou correlagdo 'Joy em & 130,4. Os demais carbonos e
hidrogénios da tirosina e da fenilalanina ndao puderam ser observados nos
experimentos realizados.

A elucidagdo completa da tirosina e da fenilalanina esta mostrada na
tabela 2.3-18 (pagina 113).

ppm
~116
% 118
C3eC5 -120

-K i
122
~124
~126
-128
tgCa-L 130
190 C2eC6 -132

C3eC5h () - K

L e C6 - 134
~136

T T T T T T T T T )
7.6 7.5 7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.8 ppm

FIGURA 2.3-51. Correlacdes 'H-"3C observadas no experimento de gHSQC do mel Jatai2,
evidenciando os sinais da tirosina (K) e da fenilalanina (L) (D-O)
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FIGURA 2.3-52. Correlacdes 'H-"°C observadas no experimento de gHMBC do mel Jatai2,
evidenciando os sinais da tirosina (K) e da fenilalanina (L) (D,O)

O acido latico (M) foi identificado pela presenca de um dubleto em o
1,35 (J = 6,9 Hz) no espectro de RMN de 'H, correspondente aos hidrogénios da
metila H3. A alanina (N) foi identificada por mostrar um dubleto em 6 1,46 (J = 7,3
Hz), correspondente a metila H3. Ja o acido acético (O) mostrou um singleto em &
2,05, correspondente aos hidrogénios da metila H2.

Na ampliagdo da regiao de & 1,30 a 4,40 do experimento de gCOSY
(figura 2.3-53, pagina 111), verificou-se uma correlagdo entre os hidrogénios H2 e
H3 de M e outra entre os hidrogénios H2 e H3 de N.
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FIGURA 2.3-53. Correlacdes 'H-"H observadas no experimento de gCOSY do mel Jatai2,
evidenciando os sinais do acido latico (M), da alanina (N) e do &cido acético (O) (D,O)

Nos experimentos de gHSQC e gHMBC (figuras 2.3-54 e 2.3-55,
paginas 112 e 113) foi possivel ver que a metila (H3) do acido latico (M) apresentou
correlagdes 'Jon em 8 22,5 e "Jon com o carbono carbindlico em § 70,6 (C2) e com a
carbonila do grupo acido em 183,7 (C1). Os hidrogénios da metila (H3) da alanina
(N) apresentaram correlacées 'Joy em & 18,9 e "Joy em & 53,1 e 178,3,
correspondente aos carbonos C2 e C1, respectivamente. Ja os hidrogénios da
metila (H2) do 4cido acético (O) apresentaram correlacdo 'Jcr em & 23,6 e 2Jcy em &
179,8, correspondente a carbonila do grupo acido. A elucidacao estrutural do acido
latico, da alanina e do acido acético esta mostrada na tabela 2.3-18 (pagina 114).
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Na figura 2.3-56 (pagina 113) estdo apresentadas as estruturas dos
compostos identificados no espectro de RMN de 'H do mel Jatai2.

H2 -0
H3-M
H3-N
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FIGURA 2.3-54. Correlacdes 'H-"3C observadas no experimento de gHSQC do mel Jatai2,
evidenciando os sinais do acido latico (M), da alanina (N) e do &cido acético (O) (D,O)
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FIGURA 2.3-55. Correlacdes 'H-">C observadas no experimento de gHMBC do mel Jatai2,
evidenciando os sinais do acido latico (M), da alanina (N) e do &cido acético (O) (D,O)
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FIGURA 2.3-56. Estruturas dos compostos identificados no espectro de RMN de 'H do mel
Jatai2
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TABELA 2.3-18. Dados de RMN de 'H e *C e correlagdes 'H-'H e 'H-'°C para a
tirosina (K), fenilalanina (L), &cido latico (M), alanina (N) e acido acético (O)

3 'H (multiplicidade,

Posicio §'C Jem Hz) gCoSsY gHsQC gHMBC
Tirosina (K)

1 129,4

2 133,5 7,18 (d, 8,4) H3 e H5 Cc2 C4

3 118,6 6,88 (d, 8,4) H2 e H6 C3 C1

4 157,5

5 118,6 6,88 (d, 8,4) H2 e H6 C5 C1

6 133,5 7,18 (d, 8,4) H3 e H5 C6 C4
Fenilalanina (L)

1 --- - --- - -

2 132,1 7,31 (d, 7,2) H3 e H5 Cc2 C3,C4eC5

3 131,8 7,41 (d, 7,2) H2 e H6 C3 C2eC6

4 130,4 7,35-7,39m C4

5 131,8 7,41 (d, 7,2) H2 e H6 C5 C2eC6

6 132,1 7,31 (d, 7,2) H3 e H5 C6 C3,C4eC5
Acido latico (M)

1 183,7

2 70,6 4,30-4,40 m H3

3 22,5 1,35 (d, 6,9) H2 C3 CleC2
Alanina (N)

1 178,3

2 53,1 3,75-3,85m H3

3 18,9 1,46 (d, 7,3) H2 C3 CleC2
Acido acético (O)

1 179,8

2 23,6 2,05 (s) Cc2 CleC2
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2.4 — CONCLUSOES

A técnica SNIF-NMR mostrou-se muito eficiente para a verificacao da
autenticidade dos méis comerciais, permitindo a identificacdo das amostras que
passaram por algum processo de adulteracédo utilizando-se a sacarose oriunda da
cana-de-agulcar, sendo que estas apresentaram uma relacao isotopica para a metila
do etanol maior do que das amostras auténticas.

A aplicagdo conjunta da espectroscopia de RMN de 'H e dos métodos
quimiométricos possibilitou discriminar os meéis de eucalipto, de laranjeira e
silvestres produzidos no estado de Sao Paulo, permitindo identificar os sinais das
substancias responsaveis pela discriminagao.

A utilizacdo dos modelos de classificagcdo permitiu definir de forma
mais segura a qual classe pertence cada amostra comercial analisada. Os modelos
KNN, SIMCA e PLS-DA atribuiram corretamente a classe para praticamente todas
as amostras teste (conjunto de validacdo externa), somente havendo um erro no
terceiro modelo do PLS-DA. No entanto, o método PLS-DA apresentou a maior
eficiéncia na previsdo das classes dos méis comerciais com relacdo a informacéao
obtida no rétulo dos produtos.

A andlise por PCA também permitiu discriminar os méis que
apresentaram algum tipo de adulteragcdo, mostrando os compostos responsaveis
pela separacao e corroborando com os resultados apresentados pela técnica SNIF-
NMR.

No estudo da influéncia da regionalidade sobre os méis, a principal
discriminagdo observada esta relacionada com aqueles que mostraram diferencas
significativas, como o0s que apresentaram adulteracdes e os dos diferentes tipos,
como jatai e melato. Os méis naturais das cinco regides apresentaram-se bem
préximos, pois nao tém diferencas significativas nas suas composicoes.

A aplicacdo dos métodos quimiométricos mostrou que os espectros de
RMN de 'H forneceram uma melhor discriminacéo entre os tipos de méis do que os
de '3C, devido a sua maior sensibilidade, o que permitiu a visualizagdo dos sinais
referentes aos compostos minoritarios dos méis e que foram os responsaveis pela
discriminagéo.

Além disto, foi possivel fazer a elucidagdo estrutural de alguns

compostos presentes nos méis.
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3.1 - OBJETIVOS

Os objetivos principais da aplicacgo da RMN na andlise das
aguardentes foram:
3.1.1) Utilizar a técnica SNIF-NMR para verificar a autenticidade das

amostras comercias;
3.1.2) Discriminar os tipos de aguardentes comerciais aplicando-se os
métodos quimiométricos de analise exploratéria aos espectros de RMN de 'H e '3C;
3.1.3) Identificar alguns compostos, majoritarios, presentes nas

aguardentes.
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3.2 - MATERIAIS E METODOS

Os espectros de RMN de 'H e ?H foram adquiridos em um
equipamento Bruker DRX400 de 9,4 Tesla (400,21 MHz para a freqiéncia do
hidrogénio e 61,40 MHz para a do deutério), utilizando-se sondas de 5 mm com
deteccao direta (BBO) e com deteccao inversa (BBI), equipada com gradiente de
campo no eixo z, a temperatura de 298 K.

Os espectros de RMN de '*C foram adquiridos em um equipamento
Varian UNITYplus de 9,4 Tesla (399,96 MHz para a freqiéncia do hidrogénio e
100,58 MHz para a do carbono), utilizando-se uma sonda de 10 mm com deteccéao
direta, a temperatura de 298 K.

3.2.1 — As amostras

As amostras de aguardentes comerciais analisadas foram adquiridas
majoritariamente no estado de Sao Paulo, no entanto, algumas foram obtidas em
outros estados, como Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR), Minas Gerais (MG),
Pernambuco (PE), Ceara (CE) e Maranhao (MA).

A tabela 3.2-1 (pagina 121) mostra a descrigdo dos diferentes tipos de
aguardentes analisados (uva, banana, mel, milho, abacaxi, péssego, coco, mandioca
e cana-de-agucar) em todos os estudos relatados nesta tese.

As amostras padrdo utilizadas no estudo da autenticidade
empregando-se a técnica SNIF-NMR estdo descritas na tabela 3.2-2 (pagina 121).
As grapas padrao foram obtidas de um produtor do estado de Santa Catarina e os
padrdes das aguardentes de mel, de banana e de abacaxi foram produzidos no
laboratério de RMN do Departamento de Quimica da Universidade de Sao Carlos,
Sao Carlos, SP.
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TABELA 3.2-1. Descricao e origem das aguardentes comerciais analisadas

Amostra Tipo de aguardente Estado
G1 Uva (grapa) MG
G2 Uva (grapa) RS
G3 Uva (grapa) RS
PB1 Banana SP
PB2 Banana MG
PB3 Banana PR
PB4 Banana PR
PM1 Mel SP
PM2 Mel SP
PMi1 Milho SP
PA1 Abacaxi SP
PP1 Péssego SP
PCo1 Coco SP
PT1 Mandioca (Tiquira) MA
PC1 Cana-de-acucar SP
PC2 Cana-de-acucar CE
PC3 Cana-de-acucar SP
PC4 Cana-de-acucar SP
PC5 Cana-de-acucar CE
PC6 Cana-de-acucar SP
PC7 Cana-de-acucar SP
PC8 Cana-de-acucar SP
PC9 Cana-de-acucar PE
PC10 Cana-de-acucar PE
PC11 Cana-de-acucar SP
PC12 Cana-de-acucar SP
PC13 Cana-de-acucar SP
PC14 Cana-de-aguicar SP
PC15 Cana-de-agucar SP

TABELA 3.2-2. Descricao dos padrdes de aguardentes analisados

Amostra Descricao
GP1 Uva (grapa)
GP2 Uva (grapa)
MP1 Mel de eucalipto
MP2 Mel silvestre
MP3 Mel de laranjeira
BP1 Banana Nanica
BP2 Banana Prata
BP3 Banana Ouro
AP1 Abacaxi Hawai 1
AP2 Abacaxi Hawai 2
AP3 Abacaxi Pérola
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3.2.2 — Verificagdao da autenticidade das aguardentes
comerciais empregando-se a técnica SNIF-NMR

Para a verificacdo da autenticidade, as aguardentes comerciais
(descritas na tabela 3.2-1, pagina 121) passaram por uma destilacao fracionada com
o intuito de garantir uma maior concentracdo de etanol nas amostras, fazendo com
que a aquisicdo dos espectros de RMN de 'H e ?H pudesse ser feita de forma
rapida, além de garantir-lhes uma boa relacdo sinal/ruido e, conseqlientemente,
tornar as integrais dos sinais mais precisas. Nesta etapa também foram analisadas
as aguardentes padréo descritas na tabela 3.2-2 (pagina 121).

As amostras, em triplicata, foram preparadas adicionando-se 100 pL de
tetrametiluréia (TMU) 99% aos 600 pL do etanol destilado, obtendo-se uma relagao
de intensidade entre os sinais da metila do etanol versus o da metila do TMU de
aproximadamente 1:1 no espectro de RMN de 'H.

3.2.2.1 — Aquisicdo dos espectros de RMN de ?H e 'H

Os parametros utilizados na aquisicdo e no processamento dos
espectros de RMN de 'H e ?H foram os mesmos utilizados no estudo da
autenticidade dos méis, e que estdo descritos no item 2.2.2.2 (pagina 34).

3.2.2.2 — Calculo da relacdo isotdpica ?H/'H

O calculo da relagao isotépica ?H/'H foi feito utilizando-se a equagéo 1,

apresentada na introdugéo (pagina 13).
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3.2.3 — Andlise quimiométrica dos dados de RMN das
aguardentes

3.2.3.1 — As amostras

Discriminacdo das aguardentes comerciais por RMN de 'H — Neste
estudo foram analisadas todas as aguardentes descritas na tabela 3.2-1 (pagina
121).

Discriminagdo das aguardentes comerciais por RMN de C — As
aguardentes analisadas estao descritas na tabela 3.2-1 (pagina 121), porém, neste

estudo somente nove aguardentes de cana-de-acgucar foram analisadas.
3.2.3.2 — Medidas espectroscopicas

Para a aquisicdo dos espectros de RMN de 'H as amostras foram
preparadas em triplicata, utilizando 600 uL de aguardente, e adicionando-se trés
gotas de agua deuterada (D»,O) e uma gota da solucdo do sal TMSP em D,O
(0,16%), para ser utilizado como referéncia interna.

Para a aquisicdo dos espectros de RMN de '3C foram utilizados 2 mL
de aguardente e cinco gotas da solucdo de TMSP em D,O (1,6%).

A sequéncia de pulsos utilizada na aquisicao dos espectros de RMN de
'H foi a zgpsdc (nomenclatura Bruker). Esta seqliéncia de pulsos permite fazer a
supressao de trés sinais, sendo que para este estudo foram escolhidos os sinais dos
hidrogénios da agua, da metila e da metilena do etanol. O processamento dos
espectros foi feito com a aplicacdo de uma transformada de Fourier utilizando-se
32768 pontos e uma multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha
(LB) de 0,3 Hz.

Os espectros de RMN de 'C foram adquiridos utilizando-se a
sequéncia de pulsos sZ2pul (homenclatura Varian), com a qual se faz a aquisicao dos
nucleos de carbono-13 com desacoplamento dos de hidrogénio e sem o efeito
nuclear Overhauser. Em seguida, foram processados aplicando-se um LB de 3,0 Hz
e uma transformada de Fourier utilizando-se 32768 pontos.
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Os parametros utilizados na aquisicdo dos espectros de RMN de 'H e
'3C estao apresentados na tabela 3.2-3 juntamente com os comandos utilizados nos

equipamentos Bruker e Varian, respectivamente.

TABELA 3.2-3. Parametros de aquisicao dos espectros de RMN de 'H e '*C

(Bruker/ Varian) RMN de 'H RMN de *C

Tempo de aquisicao (AQ/ AT) 41s 0,7s
Tempo de espera antes de cada aquisi¢ao (D1) 6,4s 1,0s
Numero de aquisigées (NS/ NT) 8 22528
Largura de pulso de 90° (P1/ PW) 8,5 us 6,5 us
Ganho do receptor (RG/ gain) 32 60
Janela espectral (SW) 8013 Hz 22831 Hz
Numero de pontos digitalizados (TD/ NP) 65536 32768

Em todos os espectros, a fase e a linha de base foram ajustadas o
mais uniformemente possivel. Os espectros resultantes foram salvos como arquivos

do tipo ASCII para fazer-se, em seguida, a andlise quimiométrica dos dados.
3.2.3.3 — Tratamento quimiométrico

As matrizes de dados foram construidas utilizando o programa Origin
versao 5.0, e o tratamento quimiométrico foi realizado utilizando-se o programa
Pirouette versao 3.11 (InfoMetrix, Woodinville, Washington, USA).

Os parametros e a selecdo de variaveis foram otimizados a partir da
analise exploratéria de dados por PCA, e, em seguida, foram utilizados no HCA. As
transformacdes foram a divisao pela norma um (a area sob o espectro € considerada
igual a um) e primeira derivada em um intervalo de vinte e cinco pontos, enquanto
que o pré-processamento foi o autoescalamento. A distancia métrica utilizada foi a
Euclidiana e a conexao incremental.

Discriminagdo das aguardentes comerciais por RMN de 'H — A matriz
de dados foi composta por 3815 variaveis (dispostas nas colunas) e 78 espectros
(dispostos nas linhas — 26 amostras analisadas em triplicata, que estao indicados
como a, b e ¢ nos graficos de scores e nos dendrogramas).

Discriminacdo das aguardentes comerciais por RMN de "°C — A matriz
de dados foi composta por 26 espectros (dispostos nas linhas — 26 amostras) e 4670
variaveis (dispostas nas colunas).
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3.3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 - Verificacao da autenticidade das aguardentes
comerciais empregando-se a técnica SNIF-NMR

Os espectros de RMN de 'H e 2H do etanol obtido pela destilacdo das
aguardentes sao iguais aos mostrados na figura 2.3-1 (pagina 42), para o etanol
produzido pela fermentacao de um mel silvestre.

Os valores da relacéo isotépica H/'H calculados para as aguardentes
analisadas estdo mostrados na tabela 3.3-1 (pagina 126).

Com a andlise da relagdo isotépica observa-se que os valores da
metilena do etanol (*H/'H); mantiveram-se entre 126,0 e 129,7 ppm, nao
apresentando muita variacdo. No entanto, uma diferenciagcédo entre os valores de
(®H/'H), para algumas das amostras analisadas pode ser verificada, ja que a metila
do etanol é o sitio que esta ligado com a origem biossintética da planta que gerou o
acucar, fermentado para produzir a aguardente (MARTIN et al., 1986).

Para as aguardentes de uva (grapas) padrdo e duas amostras
comerciais os valores de (?H/'H), ficaram entre 101,3 e 102,8 ppm, concordando
com os valores obtidos por MARTIN et al. (1986). Estes valores sao caracteristicos
de plantas que realizam a fixagcao do CO. através do mecanismo Cs.

Para os padrdes de aguardente de banana os valores de (°H/'H),
ficaram entre 101,9 a 102,3 ppm, préximos aos encontrados para as de uva, pois
também sao plantas que fixam o CO, através do mecanismo Cs.

Os padrées de aguardente de mel e as aguardentes comerciais
mostraram valores proximos aos dos padrdes de uva e banana, estando entre os
valores de 99,7 e 103,6 ppm, sugerindo que o néctar utilizado pelas abelhas para
fazer o mel foi coletado de plantas Cs;. Estes valores também mostraram-se
semelhantes aos obtidos por LINDNER et al. (1996) e BOFFO et al. (2007) para
amostras de mel.

A tiquira é a aguardente de mandioca, que também é uma planta Cs
(ANGELOV et al., 1993), e apresentou um valor de (*H/'H); igual a 99,7 ppm, que é

caracteristico deste tipo de planta, confirmando assim, a sua autenticidade.
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TABELA 3.3-1. Relacdo isotopica ?H/'H calculada para a metila (*H/'H), e a metilena

(3H/'H), do etanol presente nas aguardentes

Relacao Isotopica (ppm)* Ciclo
(*H/'H), (3H/'H), biossintético

GP1 101,3 (+ 1,2) 127,5 (£ 0,6) Cs
GP2 102,8 (£ 0,5) 128, 2 (+ 1,6) Cs
G1 106,6 (+ 0,2) 128,4 (+ 0,2) Cs
G2 101,3 (£ 0,2) 128,0 (£ 0,1) Cs
G3 102,6 (+ 0,1) 127,7 (£ 0,4) Cs
MP1 99,7 (£ 0,8) 128,8 (£ 0,7) --
MP2 100,4 (+ 0,7) 129,1 (£ 0,7) -
MP3 101,3 (£ 0,9) 128,0 (£ 0,5) --
PM1 103,6 (+ 0,2) 126,9 (+ 1,1) -
PM2 102,1 (£ 0,2) 126,9 (£ 0,2) --
BP1 101,9 (+ 0,3) 127,7 (£ 0,3) Cs
BP2 102,2 (£0,2) 127,4 (+ 0,4) Cs
BP3 102,3 (+ 0,2) 127,2 (£ 0,3) Cs
PB1 112,8 (+ 0,2) 126,6 (£ 0,3) Cs
PB2 113,9 (+ 0,1) 128,3 (£ 0,0) Cs
PB3 113,2 (£ 0,2) 128,1 (£ 0,2) Cs
PB4 111,4 (£ 0,2) 127,5 (£ 0,3) Cs
PT1 99,7 (£ 0,3) 128,3 (£ 0,4) Cs
PP1 113,0 (+ 0,3) 126,9 (£ 0,1) Cs
PCo1 112,2 (+0,1) 127,2 (+0,3) Cs
AP1 107,8 (+ 0,6) 129,0 (+ 0,3) CAM
AP2 107,9 (+ 0,4) 128,0 (+0,3) CAM
AP3 107,1 (£ 0,2) 128,6 (+ 0,3) CAM
PA1 113,3 (+0,2) 128,5 (+ 0,4) CAM
PC1 111,7 (£ 0,2) 127,8 (£ 0,2) Cs
PC2 111,7 (£ 0,6) 129,7 (£ 0,1) Cs
PC3 112,3 (£ 0,4) 126,0 (£ 0,5) Cs
PC4 112,3 (+0,2) 127,5 (+0,2) Cs
PC5 112,5 (+ 0,3) 125,4 (+ 0,4) Cs
PC6 112,6 (£ 0,2) 128,1 (£ 0,2) Cs
PC7 112,7 (£ 0,2) 128,2 (£ 0,2) Cs
PC8 112,8 (+0,1) 127,7 (+0,2) Cs
PC9 112,8 (+ 0,4) 125,5 (+ 0,4) Cs
PC10 112,8 (£ 0,6) 128,5 (£ 0,9) Cs
PC11 113,4 (+ 1,1) 127,1 (£ 1,3) Cs
PC12 113,4 (£ 0,4) 127,2 (= 1,0) C,
PC13 113,4 (+ 0,3) 128,4 (+ 0,4) Cs
PC14 113,3 (£ 0,8) 126,0 (£ 0,7) Cs
PC15 113,6 (+ 0,7) 127,7 (£ 1,1) Cs
PMiA 113,9 (+ 0,3) 127,4 (£ 0,3) Cy

* Valores médios das triplicatas
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Para as aguardentes de cana-de-agucar e milho, obtidas de plantas Cy,
os valores de (H/'H), calculados ficaram entre 111,7 e 113,6 ppm e mostraram-se
diferentes dos obtidos para as aguardentes produzidas a partir de plantas Cs. Uma
diferenciacao satisfatoria entre estas amostras foi possibitada por uma variacao da
relacao isotépica de 10 ppm (aproximadamente) apresentada entre elas.

Para os padrdes de aguardente de abacaxi foram obtidos valores de
(®H/'H), entre 107,1 e 107,9 ppm, valores intermediarios aos das plantas Cs e Cg,
pois 0 abacaxi € uma planta CAM (ZHANG et al. 2002a e ZHANG et al. 2002b) e fixa
o0 CO, por um mecanismo intermediario ao utilizado por estas duas plantas.

A grapa comercial G1 apresentou um valor um pouco maior que as
demais aguardentes de uva e igual a 106,6 ppm, mostrando que sua composicao
apresenta uma percentagem de aclUcar da cana-de-acglcar, que pode ter sido
adicionado no seu processo de fermentacao.

Nas aguardentes comerciais de abacaxi, banana, péssego e coco o0s
valores calculados de (*°H/'H),, 111,4 a 113,9 ppm, ficaram préximos aos obtidos
para as aguardentes de cana-de-agucar, mostrando que estas amostras passaram
por algum tipo de adulteracdo, possivelmente uma adicdo do agucar de cana-de-
acucar antes da fermentacao, isto para aumentar o teor alcodlico. Em algumas
situacoes deve ter havido a adicdo de corantes e esséncias a aguardente de cana-
de-aclcar, caracterizando-se aguardentes de cana-de-aclcar com adicdo de
corantes e esséncias, que nao poderiam ser vendidas como aguardentes de
abacaxi, banana, péssego e coco.

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que um grande numero
das aguardentes comerciais passaram por algum processo de adulteracéo. E ainda,
que o processo de adulteracdo empregado, possivelmente foi o da utilizagdo de
aguardentes de cana-de-acucar, uma vez que ha um baixo custo envolvido no seu
processo de fabricacao.

A utilizacdo da técnica SNIF-NMR no estudo da autenticidade das
aguardentes comerciais mostrou-se muito Util, pois permitiu a identificacao de
amostras adulteradas. Com isto, esta técnica torna-se mais uma ferramenta que
pode ser usada na deteccao de adulteracbes e controle de qualidade de amsotras
comerciais.

No entanto, a técnica SNIF-NMR nao permitiu a discriminacao das
aguardentes que sao obtidas de plantas Cs, por isso torna-se muito importante a
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utilizagdo dos métodos quimiométricos, objetivando-se discriminar os diferentes tipos
de aguardentes.

3.3.2 — Analise quimiométrica dos dados de RMN das
aguardentes

3.3.2.1 — Discriminacdo das aguardentes comerciais por
RMN de 'H

Na andlise das aguardentes utilizando-se os métodos quimiométricos,
as amostras foram preparadas somente adicionando-se gotas de uma solucédo de
TMSP em agua deuterada as aguardentes.

Para a aquisicdo dos espectros de RMN de 'H das aguardentes fez-se
necessaria a utilizacdo de uma sequiéncia de pulsos que faz a supressado de trés
sinais, ou seja, os sinais dos hidrogénios da agua (H.O/HDO) (5 4,90, singleto largo),
da metila (& 1,18, tripleto, J = 7,2 Hz, correspondente a trés hidrogénios) e o da
metilena (& 3,64, quadrupleto, J = 7,2 Hz, dois hidrogénios) do etanol. Esta
supressdo foi importante porque nos espectros de RMN de 'H sem supressao,
apenas 0s sinais da agua e do etanol foram observados. Portanto, sendo estes os
mesmos em todas as amostras, ndo forneceriam informacdes suficientes para a
diferenciacao dos tipos de aguardentes.

Com a supressao destes sinais, aqueles dos compostos minoritarios
passaram a ser visualizados, permitindo verificar algumas diferencas entre os sinais
de amostras diferentes, que poderiam estar relacionadas com o tipo de aguardente
analisado. Este resultado mostrou-se interessante, pois na analise quimiométrica
essas particularidades permitiriam uma boa separacéo entre as diferentes amostras.

Na figura 3.3-1 (pagina 129) estdo mostrados os espectros de RMN de
'H sem e com supressdo dos sinais da agua, da metila e da metilena do etanol.
Expandindo-se oito vezes o0 espectro sem supressdo, alguns sinais de pequena
intensidade comecam a ser visualizados. No entanto, no espectro com a supressao,

estes sinais passaram a ser facilmente observados.
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Além da supressdo também foi necessario fazer a eliminagdo dos
sinais referentes ao acoplamento dos nucleos de hidrogénio com os de carbono-13,
que muitas vezes sdo mais intensos que os sinais de interesse na amostra. Na
figura 3.3-2 (pagina 130) pode-se observar que os sinais dos hidrogénios acoplados
ao carbono-13 da metila do etanol sdo mais intensos que 0s sinais que estao
préximos a eles e que o do padrdo TMSP. No entanto, com o desacoplamento do
carbono-13 e supressao do sinal do CHj estes sinais praticamente desaparecem e

os de interesse tornam-se mais evidentes.

sem supressao

sem supressao
expansao de 8 vezes

com supressao

P

FIGURA 3.3-1. Espectros de RMN de 'H da aguardente de cana-de-acticar PC1 sem e com
supressao dos sinais do etanol e da agua (D,0)
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FIGURA 3.3-2. Ampliacéo da regido de & 0,00 a 1,80 dos espectros de RMN de 'H da
aguardente de cana-de-acucar PC1 (A) sem desacoplamento dos ndcleos de carbono-13 e
sem supressao do sinal da metila do etanol e (B) com desacoplamento e com supressao
(D20)

Os espectros de RMN de 'H com supressao dos sinais dos hidrogénios
da agua, metila e metilena do etanol das aguardentes foram comparados entre si,
com o objetivo de verificar a existéncia de diferencas que pudessem ser
responsaveis pela discriminagdo das amostras. A figura 3.3-3 (pagina 131)
apresenta os espectros das aguardentes de uva (G2), cana-de-acucar (PC1),
banana (PB2) e mel (PM2), nos quais pode-se observar algumas diferencas entre os
espectros, como por exemplo, no espectro da grapa G2 os sinais mais facilmente
identificados foram os dubletos em 6 4,60 e 5,20 (J = 8,0 e 3,7 Hz, respectivamente),
correspondentes aos hidrogénios anoméricos da B-glucose (H1 — B) e da a-glucose

(H1 — A), respectivamente.
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FIGURA 3.3-3. Espectros de RMN de "H, com supressao dos sinais do etanol e da 4gua, das
aguardentes de uva, cana-de-agucar, banana e mel (D,0)

No espectro da aguardente PC1, os sinais do H1 — B e do H1 — A
também foram observados, mas os da sacarose apresentaram maior intensidade,
sendo que o seu hidrogénio anomérico (H1 — F) foi o mais facilmente visualizado,
como um dubleto em & 5,40 (J = 3,8 Hz). Por outro lado, nos espectros das
aguardentes de banana e mel, os sinais referentes aos carboidratos ndo foram
observados.

Além disto, também foram identificados os compostos que
apresentaram sinais na regiao de 6 2,00 da grapa G2, sendo eles o &cido acético, o
acetato de etila e a acetona, com os singletos referentes as suas metilas em 6 2,02,

2,07 e 2,22, respectivamente. Nesta amostra ainda foi possivel identificar a presenca
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de metanol, sendo que o sinal da sua metila foi observado como um singleto em &
3,35. Esta identificacdo foi feita com adicdo de padrdo, pois os experimentos de
RMN bidimensionais ndo foram realizados, uma vez que os compostos de interesse
estdo em uma concentragdo muito pequena nas amostras.

Nas demais aguardentes (como as que serdo mostradas na figura 3.3-
6, pagina 135), os sinais préoximos a 4 2,00 devem ser referentes ao acido acético e
ao acetato de etila, apresentando pequenas variacdes de deslocamento quimico,
provavelmente devido a variagées de concentragao.

Enquanto o numero de amostras é pequeno estas diferencas nos
espectros sdo facilmente visualizadas. No entanto, quando o numero de espectros
aumenta, a comparacao visual para a distingao entre eles torna-se muito trabalhosa,
fazendo com que a utilizacdo dos métodos quimiométricos torne-se indispensavel,
pois todos o0s espectros sdao analisados em um Unico conjunto de dados e
comparados simultaneamente. Todas as variaveis sdo avaliadas e as mais
importantes, ressaltadas.

O estudo dos dados de RMN de 'H das aguardentes iniciou-se pela
analise por componentes principais (PCA), que possibilitou a selecdo dos melhores
parametros para a discriminacao entre as amostras. Dentre estes parametros, pode-
se citar: a selecado de variaveis, a escolha dos pré-processamentos e das
transformacdes matematicas. Neste sentido, foi feita a exclusdo dos sinais dos
hidrogénios da referéncia TMSP, das regides de ruidos e dos sinais residuais da
supressao do etanol e da &agua, para nao acarretar erros e por nao conterem
informacgdes relevantes. Além disto, analisando-se o grafico de loadings foi possivel
fazer a exclusdo de outros sinais que ndo foram importantes para a discriminacéo,
como os hidrogénios aromaticos de baixa intensidade, na regiao de 4 6,50 a 8,20, e
os sinais dos outros alcoois presentes nas amostras, na regiao de 4 0,80 a 1,80 dos
espectros de RMN de 'H.

O grafico de linhas com a sobreposicdo de todos os espectros
analisados estd mostrado na figura 3.3-4 (pagina 133). Neste grafico, também,
verifica-se que 0s sinais mais importantes para a discriminacdo das amostras estao

na regiao de 6 1,80 a 5,50 dos espectros.
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FIGURA 3.3-4. Grafico de linhas correspondente aos espectros de RMN de 'H das
aguardentes, mostrando em cinza as regides excluidas durante a andlise quimiométrica

A melhor discriminagcdo entre as aguardentes foi obtida quando foram
utilizadas as transformacdes: normalizacdo para norma um, para corrigir eventuais
erros nas concentragcées das amostras, e primeira derivada, para corrigir pequenas
variacdes na linha de base dos espectros e principalmente porque contribuiu para o
agrupamento entre as replicatas.

O autoescalamento também foi aplicado aos dados. O uso desta
funcdo matematica permitiu que os sinais menos intensos nos espectros de RMN de
'H tivessem a mesma importancia que os mais intensos. Quando constituintes
minoritarios sdo os de interesse, essa funcao torna-se Util, pois atribui uma mesma
influéncia a todos os sinais. Porém, o seu uso exige a exclusao de todos os ruidos
existentes no espectro, para garantir que eles ndo sejam considerados importantes e
interfiram na discriminacao.

O grafico de scores de PC1 x PC2 esta mostrado na figura 3.3-5
(pagina 134). PC1 descreve 25,3% de variancia do conjunto de dados, enquanto que
PC2 descreve 14,8%, e as duas PCs juntas descrevem 40,1% da variancia total.
Neste grafico verifica-se que duas amostras (PT e PC10) apresentaram
comportamento muito diferente das demais. A amostra identificada como PT, que é
a aguardente de mandioca (tiquira), discriminou-se em valores positivos de PC1 e
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negativos de PC2. Ja a amostra PC10 (aguardente de cana-de-agucar, apresentada,

porém, pelo rétulo do produto comercial, como um coquetel de aguardente de cana
e limao) deslocou-se para valores negativos em PC1 e PC2. Pelo grafico pode-se
verificar também a discriminagdo das aguardentes de mel, as quais apresentaram

valores positivos de PC1 e préximos a zero de PC2.

“Bij2E PV
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FC1D
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Comm PT

20

PC1 (25,3%)

FIGURA 3.3-5. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H das
aguardentes (40,1%)

As aguardentes de cana-de-agucar, milho, banana e as grapas nao
estdo bem discriminadas, mas mostraram uma tendéncia para a formacao de seus
grupos. Além disto, em valores positivos de PC1 e PC2 foi formado um grupo pelas
aguardentes PCo1 (coco), PA1 (abacaxi), PB1 (banana) e PP1 (péssego). Estas
quatro amostras foram produzidas artesanalmente e fornecidas por um mesmo
produtor. Aliado a isto, os resultados encontrados na analise por PCA levaram a
considerar a hipétese de que uma mesma matéria-prima possa ter sido utilizada na
producdo destas aguardentes, justificando o agrupamento encontrado. Por isto,
estas amostras passaram a ser chamadas de “mesma fonte”.

A discriminacdo das amostras PT e PC10 em relacdo as demais pode

ser entendida observando-se a figura 3.3-6, na qual estd mostrada a ampliacdo da
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regido de & 1,80 a 6,00 dos seus espectros de RMN de 'H juntamente com os das

aguardentes de cana (PC1), e de mel (PM1 e PM2).

H1-B m -
HT-A MZ °

CH, residual
| Acido
Acetato acético
PT Agua residual de etila
| -
PC10 '
H3 - F Ha' - F
Acido
citrico
I_M\
M X A
PC1
Hi1-F

PM1

PM2

FIGURA 3.3-6. Ampliacdo da regiao de & 1,80 a 6,00 dos espectros

de RMN de 'H, com

supressao dos sinais do etanol e da agua, das aguardentes de mandioca, cana-de-agucar e

mel (D.0)

O espectro da aguardente PC10 mostrou o dubleto do hidrogénio

anomeérico da sacarose (H1 — F) em 6 5,40. Este também foi observado no espectro

da amostra PC1, porém em menor intensidade. Os sinais dos hidrogénios H3’ e H4’

da sacarose também puderam ser identificados em 6 4,19 (dubleto; J = 8,6 Hz) e

4,03 (tripleto; J = 8,6 Hz), respectivamente. No entanto, os dubletos correspondentes
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aos hidrogénios anoméricos da a- e da B-glucose, em 4 4,60 (H1 — B) e 5,20 (H1 —
A), foram observados em maior intensidade no espectro de PC1. O sinal do H2 da j3-
glucose (H2 — B) também foi observado em & 3,21 (duplo dubleto; J = 8,0 e 9,1 Hz,
referentes aos acoplamentos com os hidrogénios H1 e H3). Os outros sinais dos
carboidratos ndo puderam ser observados corretamente devido a sobreposicdo com
o sinal da metilena do etanol, que foi suprimido devido a sua grande intensidade. As
amostras PT, PM1 e PM2 n&o apresentaram os sinais dos carboidratos nos seus
espectros de RMN de 'H.

Como pode ser visto na figura 3.3-6 (pagina 135), os sinais dos
hidrogénios dos carboidratos podem somente ser observados nos espectros de PC1
e PC10 (aguardentes de cana-de-acgucar). Desta forma, pode-se dizer que estes
sinais foram os responsaveis pela discriminacdo das aguardentes de cana-de-
acucar em relagdo as demais, deslocando-as para valores negativos de PC1 no
grafico de scores (figura 3.3-5, pagina 134). No entanto, a presenca de dois dubletos
em 6 2,72 e 2,81 (J = 15,5 Hz) no espectro da amostra PC10 foi a principal
responsavel por sua discriminacao em relagdo as outras aguardentes de cana-de-
acucar. Estes sinais foram identificados como pertencentes ao acido citrico.

No espectro da aguardente PT ndo foram observados os sinais dos
carboidratos, mas foram visualizados dois singletos préximos a & 2,00 com uma
intensidade maior que nas demais amostras, sendo referentes ao 4cido acético e ao
acetato de etila. Estes sinais foram os responsaveis pela discriminacao desta
amostra em relagdo as demais, mas nao apresentaram muita influéncia na
separacao das outras aguardentes.

A figura 3.3-7 (pagina 137) mostra a ampliacao dos espectros de RMN
de 'H das aguardentes PP1, PA1, PB1 e PCo1 (“mesma fonte”) na regiéo de & 1,80
a 6,00. Uma grande semelhanca entre os espectros é facilmente observada,
justificando o agrupamento apresentado por estas amostras. Observa-se também
que o0s espectros nado apresentam o0s sinais referentes aos carboidratos,
assemelhando-se mais aos espectros das aguardentes de mel (PM1 e PM2) e da
tiquira (PT) do que aos das de cana-de-agucar (PC1 e PC10) (figura 3.3-6),
justificando a discriminagcdo observada na figura 3.3-5. Os sinais préximos a 6 2,00
provavelmente sao referentes as metilas do acido acético e do acetato de etila, mas

nao foram os mais importantes para o agrupamento observado.
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FIGURA 3.3-7. Ampliacéo de & 1,80 a 6,00 dos espectros de RMN de 'H, com supressao dos
sinais do etanol e da agua, das aguardentes de péssego, abacaxi, banana e coco (D,0)

O dendrograma resultante da andlise das aguardentes por HCA esta
mostrado na figura 3.3-8 (pagina 138). Foram usados 0os mesmos parametros da
PCA, juntamente com a distancia Euclidiana e o método de conexao incremental.
Um indice de similaridade igual a 0,504 discriminou o conjunto de dados em oito
grupos. Para uma melhor visualizagdo das amostras foram feitas cinco ampliacdes,

mostradas nas figuras 3.3-9 a 3.3-13 (paginas 139 a 141).
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FIGURA 3.3-8. Dendrograma dos dados de RMN de 'H das aguardentes (similaridade: 0,504)

No grupo A, mostrado na figura 3.3-9, verifica-se 0 agrupamento das
aguardentes de banana, com a presenca de duas aguardentes de cana-de-agulcar e
uma de milho, que foram agrupadas de forma errada. Ja no grupo B (figura 3.3-9)
observa-se a grapa G2, pois a G1 mostrou-se mais préxima das aguardentes de
cana-de-agucar, como pode ser visto no grupo D (figura 3.3-10).

Nos grupos C (figura 3.3-9) e D (figura 3.3-10) estdo agrupadas as
aguardentes de cana-de-acucar. A amostra PT distanciou-se das outras, formando
um grupo isolado (E), mostrado na figura 3.3-11.

As aguardentes PCo1, PA1, PB1 e PP1 ("mesma fonte”) formaram o
grupo F (figura 3.3-12). Além disto, foi possivel observar a discriminagdo das
aguardentes de mel, formando o grupo G (figura 3.3-12), e da de cana-de-agucar
PC10, grupo H (figura 3.3-13).
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FIGURA 3.3-10. Ampliagéo do ramo D do dendrograma mostrado na figura 3.3-8
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FIGURA 3.3-11. Ampliagéo do ramo E do dendrograma mostrado na figura 3.3-8
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FIGURA 3.3-12. Ampliagdo dos ramos F e G do dendrograma mostrado na figura 3.3-8
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FIGURA 3.3-13. Ampliagdo do ramo H do dendrograma mostrado na figura 3.3-8

Os resultados obtidos mostraram que as amostras PT e PC10 sao
muito diferentes das demais, por isso elas foram excluidas do conjunto de dados e a
analise por PCA foi realizada novamente, objetivando-se uma melhor discriminacao
entre os outros tipos de aguardentes.

O grafico de scores de PC1 x PC2 (figura 3.3-14, pagina 142)
representa 39,1% da informacao do sistema, sendo que PC1 descreve 26,6% de
variancia total, enquanto que PC2 descreve 12,5%. Neste grafico pode-se ver que
as replicatas de cada amostra estdo bem agrupadas e que as aguardentes de cana-
de-acucar foram discriminadas das demais, permanecendo em valores negativos de
PC1. Adicionalmente, observa-se que a aguardente de milho agrupou-se a estas

amostras, mostrando que possuem caracteristicas semelhantes.
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Figura 3.3-14. Gréfico de scores de PC1 x PC2 dos espectros de RMN de 'H dos diferentes
tipos de aguardentes, apds a exclusédo das aguardentes PC10 e PT (39,1%)

A discriminagdo mostrada na figura 3.3-14 pode ser entendida

analisando-se os espectros de RMN de 'H das aguardentes. A figura 3.3-15 (pagina

143) mostra a ampliagdo da regido de & 1,80 a 6,00 dos espectros de RMN de 'H

obtidos suprimindo-se os sinais do etanol e da agua, das aguardentes de cana-de-
acucar (PC1, PC11, PC12, PC8) e de milho (PMi1). Em todos os espectros pode-se
observar a presenca do sinal do hidrogénio H1 da sacarose (F). Entretanto, os

espectros das amostras PC8 e PMi1 mostraram os sinais da o- e B-glucose (A e B)

com baixa intensidade. Mesmo assim, elas agruparam-se no grafico de scores

(figura 3.3-14), mostrando que o composto responsavel por este agrupamento foi a

sacarose.
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FIGURA 3.3-15. Ampliacéo de & 1,80 a 6,00 dos espectros de RMN de 'H, com supressao
dos sinais do etanol e da agua, das aguardentes de cana-de-acucar e milho (D,O)

As aguardentes de uva (G2) e mel (PM1 e PM2) formaram grupos
distintos e distantes do grupo das de cana-de-acuUcar no grafico de scores (figura
3.3-14). Um resultado que corrobora com esta discriminagdo foi obtido com a
utilizacdo da técnica SNIF-NMR. As aguardentes de uva e mel (plantas Cj)
apresentaram valores de (°H/'H), diferentes dos obtidos para as de cana-de-agtcar
(planta C4), pois foram obtidas dos agucares de plantas que fixam o CO, por
diferentes mecanismos. Além disto, a comparagdo dos espectros de RMN de 'H

mostra outras diferengas nas suas composi¢cées quimicas. A figura 3.3-6 (pagina
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135) mostrou a comparacao entre os espectros das aguardentes de mel e das de

cana-de-agucar, evidenciando as suas diferencgas, que justificaram a discriminagéo.
Ja a figura 3.3-16 compara os espectros das amostras G2, G1 e PC8,
mostrando que 0s espectros das duas grapas sdo consideravelmente diferentes.
Para a grapa G2 foram observados os dubletos referentes aos hidrogénios H1 da o-
glucose (A) e da B-glucose (B). Entretanto, no espectro da grapa G1 estes sinais
apresentaram-se muito pequenos e o dubleto do hidrogénio H1 da sacarose (F) foi
observado com intensidade maior. Este sinal também foi visualizado no espectro da
aguardente de cana-de-acucar PC8, justificando assim, a proximidade de G1 com as

aguardentes de cana-de-agucar obtida na analise por PCA (figura 3.3-14).

Agua residual CH, residual
PB3
H1-A |||,H1-B J‘L
PB4

FIGURA 3.3-16. Ampliacéo de & 1,8 a 6,0 dos espectros de RMN de 'H, com supresséo dos
sinais do etanol e da agua, das aguardentes de cana-de-agucar e uva (D,0)

As amostras PB2, PB3, PB4 (aguardentes de banana) nao agruparam-
se, uma vez que apresentaram espectros de RMN de 'H relativamente diferentes

(figura 3.3-17). Para a PB2 nao foram verificados os sinais dos carboidratos, ja para

144



a PB3 foi verificada uma pequena quantidade de a- e B-glucose (A e B), enquanto

que o espectro da PB4 mostra os sinas destes compostos e os da sacarose (F).

Agua residual CH, residual
i LJM
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H1-A ||| H1-B J{
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5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

FIGURA 3.3-17. Ampliacéo de & 1,8 a 6,0 dos espectros de RMN de 'H, com supresséo dos
sinais do etanol e da agua, das aguardentes de banana (D,O)

A figura 3.3-18 (pagina 146) mostra o dendrograma obtido na analise
das aguardentes por HCA, apo6s a exclusdao das amostras PT e PC10. A linha
vertical, em um indice de similaridade de 0,502, discriminou as amostras em seis
grupos, que estao mostrados nas figuras 3.3-19 a 3.3-21.

A figura 3.3-19 (pagina 146) traz a ampliacdo do HCA correspondente
aos ramos A e B (grupos formados pelas aguardentes de cana-de-acucar e pela
grapa G1).

O grupo C (figura 3.3-20, pagina 147) foi formado pelas aguardentes
de banana, sendo um resultado diferente daquele observado na PCA, no qual este
agrupamento nao havia sido verificado. Além disso, a aguardente de milho agrupou-
se a elas. Na mesma figura verifica-se que a grapa G2 (grupo D) ndo agrupou-se a

nenhuma outra amostra.
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FIGURA 3.3-18. Dendrograma dos dados de RMN de 'H das aguardentes, apds exclus&o
das aguardentes PC10 e PT (similaridade: 0,502)
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FIGURA 3.3-19. Ampliagdes dos ramos A e B do dendrograma mostrédo na figura 3.3-18
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FIGURA 3.3-20. Ampliagdes dos ramos C e D do dendrograma mostrado na figura 3.3-18

As aguardentes de coco, péssego, abacaxi e banana, adquiridas do
mesmo produtor, formaram um grupo distinto dos demais (grupo E), enquanto que

as aguardentes de mel formaram o grupo F (figura 3.3-21, pagina 148).
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FIGURA 3.3-21. Ampliagdes dos ramos E e F do dendrograma mostrado na figura 3.3-18

Com base nestes resultados, pode-se afirmar que a RMN de 'H, aliada
aos métodos quimiométricos PCA e HCA, mostrou-se uma ferramenta muito
eficiente na verificacdo da autenticidade das aguardentes, discriminando as
aguardentes produzidas a partir das diferentes matérias-prima.

3.3.2.2 — Discriminacdo das aguardentes comerciais por
RMN de "°C

Os espectros de RMN de '°C das aguardentes foram adquiridos em um
equipamento Varian UNITYplus de 9,4 Tesla, utilizando-se tubos de 10 mm. O uso
destes tubos possibilitou a analise de uma maior quantidade de amostra e resultou
em um tempo de aquisicdo dos espectros menor do que utilizando-se tubos de 5
mm, como 0S que sdo usados no equipamento Bruker. Além disto, este estudo
também foi importante porque propiciou o aprendizado de operagcdo em um novo
equipamento.
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A figura 3.3-22 (pagina 150) mostra a ampliacao da regido de 6 0,0 a
120,0 dos espectros de RMN de *C das aguardentes de uva G2, de cana-de-aclcar
PC1, de banana PB2 e de mel PM2. Comparando-se a regiao de 6 90,0 a 110,0
destes espectros, algumas diferencas entre eles podem ser observadas. Por
exemplo, a grapa G2 apresentou os sinais em & 94,9, 98,8, 100,8, 104,3, 107,2,
referentes aos carbonos anoméricos da o-glucopiranose (C1 - A), da -
glucopiranose (C1 — B), da B-frutopiranose (C2 — C), da a-frutofuranose (C2 — D) e
da B-frutofuranose (C2 — E), respectivamente. Enquanto isso, a amostra PC1, além
destes, mostrou em maior intensidade os sinais em 6 94,8 e 106,4 referentes aos
carbonos C1 e C2' da sacarose (F). Por outro lado, os espectros das aguardentes
PB2 e PM2 nédo apresentaram estes sinais.

A andlise visual dos espectros de RMN de '*C permitiu a observacao
de algumas diferencas entre as amostras (como as citadas acima). No entanto,
quando 0 seu numero é aumentado, esta comparacao torna-se mais dificil, fazendo-
se necessaria a aplicacdo dos métodos quimiométricos, cuja utilizacao possibilita a
analise e comparacao de todos os espectros ao mesmo tempo. Com isto, possiveis
diferencas entre os espectros sdo detectadas e evidenciadas, explicando assim, a

discriminagao observada.
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FIGURA 3.3-22. Ampliagdo de & 0,0 a 120,0 dos espectros de RMN de '°C das aguardentes
de uva, cana-de-agucar, banana e mel (D,O)

Na analise por PCA, os parametros foram otimizados, iniciando-se pela
selegdo das variaveis. Foram usados todos os sinais, excluindo-se somente as
regides de ruidos e do TMSP-d4, como pode ser visualizado no grafico de linhas
mostrado na figura 3.3-23 (pagina 151).
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FIGURA 3.3-23. Grafico de linhas correspondente aos dados de RMN de '*C das
aguardentes, as regides excluidas na analise quimiométrica estdo marcadas em cinza

A melhor discriminacdo foi obtida quando as transformacdes
normalizagdo para norma um e primeira derivada foram aplicadas aos dados,
fazendo com que os sinais menos intensos do espectro de RMN de '*C
(carboidratos) tivessem a mesma importancia que os mais intensos (etanol). Além
disto, foi feito o autoescalamento dos dados.

O gréfico de scores de PC1 x PC2 esta mostrado na figura 3.3-24
(pagina 152) e representa 39,1% da informacdo do sistema, sendo que PC1
descreve 26,1% de variancia total e PC2 descreve 17,7%. Neste grafico, as
amostras localizadas proximas ao zero, tanto de PC1 quanto de PC2, nao
apresentaram uma boa discriminacdo, porém, ocorreu a formacao de grupos
distintos para a aguardente de mandioca (PT), em valores negativos de PC1 e PC2,
e para a aguardente de cana-de-aclcar (PC10), em valores positivos de PC1. E
muito provavel que a grande diferenca de composicao destas duas amostras foi a
responsavel pela nao discriminacado das demais.

Como na andlise dos dados de RMN de 'H das aguardentes, as
amostras PP1, PA1, PB1 e PCol (“mesma fonte”) mantiveram-se proximas,

mostrando que elas apresentam uma composicao quimica muito semelhante.
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FIGURA 3.3-24. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos dados de RMN de *C das aguardentes
(43,8%)

Para as amostras mostradas na figura 3.3-24, os espectros de RMN de
3G foram adquiridos usando-se 32768 pontos e um periodo de 12 horas. No
entanto, como ndo foi possivel obter uma discriminacao satisfatéria das amostras,
alguns testes foram realizados. O primeiro deles foi a aquisicao do espectro de uma
aguardente (cana-de-agucar PC10) usando-se um numero maior de pontos,
equivalente a 65536 pontos (64k) e, aumentando-se, conseqientemente, o tempo
de aquisicao do espectro (18 horas). Essa alteracao foi realizada para verificar se o
aumento na resolucado espectral forneceria uma melhor discriminacdo das amostras.
Além disto, para outras trés amostras (grapa G2 e as aguardentes de mel PM1 e
PM2) avaliou-se o tempo total de aquisicdo dos espectros, aumentando-se 0 mesmo
para 48 horas, e mantendo-se o0 numero de pontos igual a 32k.

Em seguida, uma nova analise por PCA foi realizada e, o grafico de
scores de PC1 x PC2 estd apresentado na figura 3.3-25 (pagina 153). Nele,
observa-se uma discriminacdo muito semelhante a apresentada anteriormente
(figura 3.3-24) e, mais uma vez, o resultado foi seriamente influenciado pelo
comportamento das amostras PC10 e PT. Além disto, verificou-se que os espectros
da aguardente PC10, adquiridos com 32 e 64k pontos, apresentaram-se muito
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semelhantes, demonstrando que o ganho de resolugdo obtido com o aumento do

namero de pontos na aquisicdo do espectro ndo foi suficiente para a obtencédo de
uma melhor discriminacdo. As amostras, cujos espectros foram adquiridos em 48
horas, também, mantiveram-se proximas das que foram adquiridas com 12 horas,
mostrando que este tempo foi suficiente para a aquisicao dos espectros.

Portanto, a discriminagcdo nao foi melhorada, provavelmente, porque
nao existem grandes diferencas entre os espectros das aguardentes analisadas,

exceto as duas amostras PC10 e PT.

fonte” | *5e3
Gl “PC1

0 THRET Py g
FEET £ ... PR PCI0 B4k o

P P

249h PC10
grapa G2

20+

PC2 (16,4%)

60+

CeD) PT

T T T T T T
0 20 40 60

PC1 (26,8%)

FIGURA 3.3-25. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos dados de RMN de '*C das
aguardentes; mais amostras (43,2%)

O dendrograma obtido da anélise dos espectros de RMN de *C das
aguardentes por HCA esta mostrado na figura 3.3-26 (pagina 154). A linha
pontilhada em um indice de similaridade de 0,551 distinguiu as amostras em seis
grupos. As aguardentes PT e PC10 formaram grupos distintos, mas também foram
formados grupos para a grapa G2, para as aguardentes de mel, e para as de cana-

de-acucar, com o agrupamento errado de algumas amostras.
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FIGURA 3.3-26. Dendrograma dos dados de RMN de '°C das aguardentes
(similaridade: 0,551)

As amostras em valores proximos a zero em PC1 e PC2, no grafico de
scores (figura 3.3-25, pagina 153), podem nao ter sido discriminadas devido ao
comportamento das aguardentes PT e PC10, que mostraram-se muito diferentes
das demais, dificultando a discriminacdo das que apresentam uma diferenca menor
na sua composicdo. Desta forma, objetivando-se uma melhor separagdo entre os
diferentes tipos, as amostras PT e PC10 foram excluidas para que a analise do
conjunto de dados por PCA e HCA seja refeita.

O grafico de scores de PC1 x PC2 obtido nesta nova analise por PCA
estda mostrado na figura 3.3-27 (pagina 155) e, representa 48,7% da informacéao do
sistema, sendo que PC1 descreve 27,6% de variancia total e PC2 21,1%. Neste
grafico pode-se ver que ndo houve um agrupamento entre as aguardentes de cana-
de-acucar e as de banana, mas observa-se o agrupamento entre as aguardentes de
mel e a discriminacdo da grapa G2. Além disto, verifica-se que os espectros da
grapa G2 adquiridos com 12 e 48 horas ficaram préximos. O mesmo pode ser
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observado para as aguardentes de mel (PM1 e PM2) que também foram adquiridas

nestas condi¢des. Desta forma, como néo foi obtida uma melhor discriminacao das
amostras, pode-se dizer que, o0 aumento de tempo (48 horas) na aquisicdo dos

espectros nao fez-se necessario.
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FIGURA 3.3-27. Graéfico de scores de PC1 x PC2 dos dados de RMN de *C dos méis, apds
exclusao das aguardentes PC10 e PT (48,7%)

O dendrograma obtido na anélise dos espectros de RMN de *C das
aguardentes por HCA esta mostrado na figura 3.3-28 (pagina 156). Um indice de
similaridade de 0,405 distinguiu as amostras em quatro grupos. As aguardentes de
cana-de-agucar formaram dois grupos, sendo que as de milho, banana e as do
mesmo produtor agruparam-se no primeiro grupo € a G1 agrupou-se as amostras do
segundo. A grapa G2, cujos espectros foram adquiridos com 12 e 48 horas, formou
um grupo. As aguardentes de mel também discriminaram-se, com o0 agrupamento

errado de uma aguardente de cana-de-agucar.
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FIGURA 3.3-28. Dendrograma dos dados de RMN de '°C das aguardentes, apés exclusdo
das aguardentes PC10 e PT (similaridade: 0,405)

O resultado obtido na aplicacdo dos métodos quimiométricos aos
espectros de RMN de '*C das aguardentes ndo foi satisfatério, principalmente
quando comparado ao resultado obtido com a aplicagdo dos mesmos métodos aos
espectros de RMN de 'H, os quais apresentaram a discriminagdo de todos os tipos
de aguardentes, inclusive, daqueles que possivelmente possuiam algum tipo de
adulteracdo. Esta discriminacao pode estar relacionada com o maior nimero de
informacdes obtidas em um espectro de 'H, o que pode ser exemplificado pela
multiplicidade dos sinais. Além disto, a RMN de 'H torna-se mais atrativa devido ao
menor tempo de aquisicdo dos espectros. Neste tipo de experimento, as medidas

sao muito rapidas, possibilitando assim a analise de um maior nimero de amostras.
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3.3.3 - Identificacao dos compostos presentes nas
aguardentes usando a Espectroscopia de RMN

A identificacdo dos carboidratos presentes nas aguardentes foi
realizada por comparacdo aquela feita nas amostras dos méis e também, pela
comparacdo com a literatura (FAN, 1996; SOBOLEV et al., 2005 e TAVARES,
2007). Devido a pequena concentracao destes compostos nas amostras nao foi
possivel realizar os experimentos de RMN bidimensionais, que auxiliariam no
processo de identificacdo. Desta forma, os espectros de RMN de '3C foram de
grande utilidade na identificacdo dos carboidratos presentes nas amostras, como foi
observado por CONSONNI et al. (2008b) na autenticacao de vinagres balsamicos.

A tabela 3.3-2 mostra os deslocamentos de '*C dos carboidratos
identificados nas aguardentes e os dados obtidos na literatura.

No espectro de RMN de '*C também foi possivel observar o sinal

referente ao carbono da carbonila da forma ceto da frutose aciclica, em 6 217,0.
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TABELA 3.3-2. Dados de RMN de '*C para os carboidratos das aguardentes e da
literatura

Posicdo 5 °C
Aguardente Literatura

a-Glucopiranose (a-Glu) — A

1 94,93 93,1

2 74,4 72,5
3 75,7 73,8
4 72,50 ou 72,55 70,7
5 74,2 72,4
6 63,5 61,7
B-Glucopiranose (B-Glu) — B

1 98,8 96,9
2 771 75,1

3 78,7 76,9
4 72,50 ou 72,55 70,7
5 78,7 77,0
6 63,6 61,8
B-Frutopiranose (B-FP) — C

1 66,8 64,9
2 100,9 99,1

3 70,4 68,5
4 72,6 70,7
5 72,1 70,1

6 66,1 64,4
B-Frutofuranose (B-FF) — D

1 65,5 63,8
2 104,3 102,4
3 78,2 76,4
4 77,3 75,3
5 83,5 81,9
6 65,3 63,4
a-Frutofuranose (o-FF) — E

1 65,8 63,8
2 107,2 105,5
3 85,0 82,9
4 78,9 77,0
5 84,0 82,2
6 63,9 61,9
Sacarose (Sac) — F

1 94,89 93,2
2 73,9 72,1

3 75,5 73,6
4 72,1 70,2
5 75,2 73,4
6 62,9 61,1

1 64,2 62,3

> 106,4 104,7
3 79,3 77,6
4 76,8 75,0

5 84,2 82,2
6’ 65,2 63,3
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3.4 — CONCLUSOES

A utilizacdo da técnica SNIF-NMR na verificagdo da autenticidade das
aguardentes mostrou que a analise isotopica permite identificar adulteragdes que
ndao sao observadas pelas demais técnicas de analise quimica, uma vez que o
etanol é quimicamente o mesmo, mas diferencas podem ser encontradas
analisando-se o deutério em abundancia natural. Neste estudo foi possivel
discriminar as aguardentes padrdao obtidas de plantas oriundas dos ciclos
biossintéticos C; e C4. Esta técnica, também, permitiu a diferenciacdo das
aguardentes feitas a partir dos acucares de CAM (abacaxi) com relacdo as
anteriores. Além disto, foram observadas adulteracbes em amostras que sao
comercializadas como oriundas de acucares de plantas Cs (uva, banana, coco e
péssego) e CAM (abacaxi), mas na realidade sao produzidas a partir dos agucares
de plantas C4 (cana-de-acucar e milho).

No entanto, a técnica SNIF-NMR nao permitiu a discriminacao das
aguardentes que sao obtidas de plantas Cs;. Mas a aplicacdo dos métodos
quimiométricos PCA e HCA aos espectros de RMN de 'H das aguardentes foi capaz
de verificar e distinguir os diferentes tipos de amostras, uma vez que conseguiram
detectar as pequenas diferencas em suas composicées quimicas e evidenciaram as
substancias mais importantes para a discriminagao.

A andlise por PCA e HCA dos espectros de RMN de *C das
aguardentes mostrou que aquelas amostras com caracteristicas muito diferentes
puderam ser discriminadas. No entanto, a separacdo das demais aguardentes nao
foi observada. Além disto, a aplicagdo da quimiometria aos espectros de RMN de 'H
forneceu uma melhor discriminacédo, além de ser medidas mais rapidas do que a
RMN de °C.

Os carboidratos presentes nas aguardentes puderam ser identificados
através da anélise dos espectros de RMN de "*C e por comparagéo com a literatura.
Alguns outros compostos, como os acidos citrico e acético, a acetona e o acetato de
etila também foram identificados por adicdo de padrao e observagao dos sinais que
se intensificavam nos espectros de RMN de 'H.
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Capitluto 4 Consideragies finads

A RMN mostrou ser uma técnica muito eficiente para ser usada na
analise de méis e de aguardentes. A possibilidade de analisa-los sem a necessidade
de etapas de extracao e purificacdo da amostra, evitando que haja alteracdes na sua
composicao quimica, é um fator muito importante.

Se comparada a outras técnicas analiticas, outra vantagem da RMN
esta relacionada a aquisicdo dos dados, que é feita de forma rapida e facil: um
espectro de RMN de 'H geralmente é obtido em poucos minutos. Além disto, quando
aliado a quimiometria, este espectro mostra informacées muito importantes: por
exemplo, possibilita a discriminagcdo de cada tipo de mel e aguardente estudado
evidenciando, também, os sinais espectrais responsaveis pela separacao
observada, que podem ser relacionados a estrutura dos compostos utilizando-se as
técnicas de RMN bidimensionais, usadas para elucidacao estrutural.

A técnica SNIF-NMR mostrou-se capaz de verificar a autenticidade das
amostras analisadas, permitindo observar adulteracbes feitas usando o acgucar
oriundo da cana-de-aglcar. Porém, a sua utilizacao nao permitiu a diferenciacao das
amostras que foram obtidas a partir de acucares de plantas que realizam o ciclo Cs
para a fixagdo do CO,. Entretanto, analisando-se os espectros de RMN de 'H pelos
métodos quimiométricos esta discriminagédo foi obtida, fazendo desta uma analise
absolutamente necessaria.

Estes resultados mostram a importancia de se analisar a mesma
amostra utilizando-se varias técnicas, uma vez que estas fornecem respostas
diferentes, mas que se complementam e fornecem um ndimero maior de informacoes
com relacao a autenticidade das amostras.

Devido a estas vantagens, as técnicas de RMN sdo extremamente
uteis na verificagdo da autenticidade e no controle de qualidade de alimentos,
podendo ser aplicadas no estudo de muitos outros. Certamente, para que a técnica
de RMN torne-se uma ferramenta analitica possivel de ser aplicada comercialmente,
faz-se necessaria a analise de um numero de amostras mais representativo, visando
montar um banco de dados que reflita tanto as variacbes regionais quanto as
possiveis variacoes em funcéo de lotes especificos na producao comercial.
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