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Resumo

RESUMO

EMPREGO DA RMN ALIADA A QUIMIOMETRIA NO CONTROLE DE QUALIDADE
DE SUCO DE LARANJA. O suco de laranja é o mais apreciado mundialmente,
principalmente por causa do seu sabor agradavel e por ser uma fonte rica em
nutrientes. Atualmente, o Brasil € o maior produtor e exportador mundial de suco de
laranja, além de gerar divisas da ordem de bilhdes de ddlares por ano. Com isso, o
objetivo desse trabalho foi a aplicacdo da RMN de 'H, aliada & quimiometria, para
tracar um perfil dos constituintes quimicos existentes nos sucos comerciais e
compara-los com 0s sucos naturais das principais variedades de Citrus sinensis
cultivadas no Brasil e ofertadas no mercado local. Também foi avaliado o grau de
alteracdo e a concentragdo dos constituintes quimicos oriundos dessa variacdo nas
amostras de sucos comerciais e naturais em diferentes condicdes de
armazenamento. Portanto, foram estudadas trés (3) amostras de sucos comerciais e
cinco variedades de sucos naturais das laranjas péra Rio (C. sinensis (L.) Osbeck),
Bahia (C. sinensis (L.) Osbeck), murcote (C. grandis (L.) Osbeck), lima (C.
aurantifolia) e lima da Pérsia (C. aurantifolia). As técnicas de RMN de *H e 2D
mostraram-se uma importante ferramenta na caracterizacdo e quantificacao relativa
dos principais metabdlitos provenientes da alteracdo das amostras de sucos de
laranjas naturais e comerciais estudadas. Essas técnicas utilizadas possibilitaram
caracterizar vinte e sete (27) metabdlitos presentes nas amostras de suco de
laranjas estudadas. Os resultados obtidos para a quantificacdo absoluta do etanol e
a relativa para os acidos: férmico, fumarico, latico, acético, piravico e succinico
indicam que esses metabdlitos sdo provenientes de altera¢des ocorridas no suco de
laranja durante o periodo e o tipo de armazenamento. Além disso, foi possivel
discriminar suco de laranja comercial e natural através dos metabdlitos majoritarios e

minoritarios presentes no suco por analise de componentes principais (PCA).
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Abstract

ABSTRACT

QUALITY CONTROL IN ORANGE JUICE USING NMR AND CHEMOMETRICS.
Fresh orange juice is widely appreciated all over the world for its pleasant flavor and
because it is a great source of nutrients. Currently, Brazil leads the world in the
production and export of orange juice, generating billions of dollars each year.
Therefore, the purpose of this paper is to describe the application of *H NMR in
combination with chemometrics in order to characterize the chemical properties of
commercial juices and to compare them with natural juices from the main types of
Citrus sinensis cultivated in Brazil and bought in the local market. Moreover, the
degree of alteration and the variation in concentrations of derived chemical
constituents of commercial and natural juices in different storage conditions were
evaluated. Hence, three (3) samples of commercial juices and five (5) types of
natural juices extracted from péra Rio oranges (C. sinensis (L.) Osbeck), Bahia
oranges (C. sinensis (L.) Osbeck), murcote oranges (C. grandis (L.) Osbeck), lima
oranges (C. aurantifolia), and lima da Pérsia oranges (C. aurantifolia) were studied.
The 2D and 'H NMR techniques had proved to be an important tool for
characterization and relative quantification of the main metabolites that are found in
the alteration of natural and commercial orange juice samples of this study. The
application of these techniques has allowed the characterization of twenty seven (27)
metabolites present in orange juice samples examined herein. The results showed
that the absolute quantification of ethanol and the relative quantification for formic,
fumaric, lactic, acetic, pyruvic, and succinic acids indicate that these compounds
changes in the orange juice occurred during the storage period and conditions.
Furthermore, principal components analysis (PCA) was used to classify commercial
and natural orange juice through quantification of major and minor metabolites

present in juices.
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Introducao

1. INTRODUCAO

1.1. Alaranja

1.1.1. A historia da laranja

Vérios relatos indicam que a laranja é nativa da Asia, conhecida por
volta de 4.000 anos atras, proveniente das regifes que incluem a india, a China, o
Butdo, a Birmania e a Malasia, e que eram utilizados para fins ornamentais e
alimenticios™?. O comércio e as guerras entre as nagdes foram os responsaveis pela
expanséo do cultivo dos citros, de modo que, foi introduzida no norte da Africa e dai
para o sul da Europa levada pelos Arabes durante a Idade Média’®. Por outro lado,
por volta dos anos de 1500, mudas de laranjeiras e outras plantas citricas foram
trazidas para o continente americano na expedicdo de Cristévéo Colombo®. Assim, a
laranja espalhou-se pelo mundo sofrendo mutagcdes e dando origem a novas
variedades de frutos e, consequentemente, algumas caracteristicas tais como: cor,
sabor, aroma e o tamanho dos frutos foram sofrendo alteragcdes no decorrer desse
periodo®.

No século XIX e XX, conduzidos pela Europa e depois pelos Estados
Unidos, experimentos e pesquisas foram desenvolvidos para aprimorar 0
melhoramento do aspecto visual (cor, textura, tamanho, etc.) e sabor dos frutos, bem
como o aprimoramento genético para obtencdo de arvores mais resistentes as
doencas e alteracdes climaticas®®. As novas variedades de citricos como os
citranges, tangelos, orangelos e limequants sédo produtos de manipulacdes genéticas
realizadas nos EUA®.

Atualmente, um dos ramos mais avancados da ciéncia agronémica no
mundo é a citricultura, cujo desenvolvimento esteve associado a diversos eventos:
desenvolvimento da biologia nos séculos XVIII, XIX e XX, desenvolvimento da
agronomia nos ultimos cem anos, expansao do comeércio internacional e crescimento

do consumo do século XX°.
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1.1.2. Classificagdo dos citros

Os citros apresentam uma taxonomia muito complexa, com relacdo ao
namero de espécies que constituem o género Citrus e géneros correlacionados.
Varios sistemas de taxonomia tém sido propostos e, todavia esses sistemas se
diferem quanto ao numero de espécies que compdem 0s varios géneros. Essa
complexidade é oriunda de mutacdes e hibridacbes sofridas ao longo do tempo,
contudo, através da embrionia nucelar as caracteristicas das espécies ancestrais
s&o preservadas®.

Os estudos de variabilidade genética e de morfologia sao utilizados
para a caracterizacdo de diferentes espécies de citros. Segundo Barret e Rhodes 7
estudando a morfologia dessas plantas, sugeriram em 1976 a existéncia de trés (3)
grandes grupos de importancia em Citrus: o grupo C. grandis (L.) Osbeck, o grupo
de Citrus medica L (C. medica L., C. aurantifolia L. e C. limon Burm.f.) e o grupo de
Citrus reticulata Blanco (C. reticulata Blanco, C. sinensis L. Osbeck, C. paradisi
Marcf., C. aurantium L. e C. jambhiri Lush.).

Outros pesquisadores como Sawazaki et al.® discriminaram dez (10)
espécies de citros mediante o polimorfismo enzimatico, através da variabilidade
genética das espécies estudadas. Por outro lado, Oliveira et al.” utilizaram uma
populacdo de noventa e quatro hibridos para avaliar a diversidade genética entre a
tangerina ‘cravo’ e a laranja ‘péra’ através de marcadores moleculares RAPD.

De acordo com Lopes et al.*® o grupo de plantas do género Citrus e
outros géneros afins (Fortunella e Poncirus) ou hibridos da familia Rutaceae sdo
representados na grande maioria, por laranjas (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus
reticulata e Citrus deliciosa), limdes (Citrus limon), limas acidas como o Tahiti (Citrus
latifolia) e o Galego (Citrus aurantiifolia), e doces como a lima da Pérsia (Citrus
limettioides), pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-azeda (Citrus

aurantium) e toranjas (Citrus grandis).
1.1.3. Tipos de suco de laranja
De acordo como o Decreto n°® 6.871, de 04 de junho de 2009, que

regulamenta a Lei n° 8.918, de 14 de julho de 1994, define o suco de laranja como:

bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo diluida obtida da laranja madura e
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sa, por processamento tecnolégico, submetida a tratamento para assegurar a sua
apresentacdo e conservacdo até o momento do consumo. Nao pode conter
substancias estranhas a fruta, excetuadas as previstas na legislacdo especifica. E
proibida a adicéo de aromas e corantes artificiais™.

No entanto, suco de laranja comercial industrial pode ser apresentado
ao consumidor de trés maneiras distintas: integral, concentrado e reconstituido. O
suco de laranja integral ndo contém adicdo de acucares, € encontrado em sua
concentracdo natural, todavia o suco concentrado é parcialmente desidratado em
um processo de remoc¢do da agua natural contida no suco. O suco de laranja
reconstituido é fabricado a partir do suco concentrado e diluido em agua potavel em
sua formulacdo, mas deve atender aos mesmos parametros de qualidade do suco
integral®*2.

Outra modalidade de suco sédo os néctares e refrescos. O néctar é
constituido basicamente por suco de laranja e acglcar, entretanto a bebida deve
conter acima de 30 % de suco de laranja para ser chamada de néctar. O mesmo
acontece para o refresco que em sua composicao € muito semelhante ao néctar.
Porém para o mercado externo, principalmente a Europa, para ter o nome de néctar
uma bebida de laranja deve conter no minimo 50 % de suco de laranja, enquanto
que, para os refrescos o limite minimo aceitavel sdo os mesmos 30% de suco

exigido ao néctar de laranja*>*°.

1.1.4. Aimportancia do suco de laranja na economia brasileira

A citricultura se destacou em varios estados do Brasil, porém foi a partir da
década de 1920 que se criou o primeiro nucleo citricola nacional nos arredores de
Nova Iguacu no estado do Rio de Janeiro. Esse nucleo foi responsavel em realizar
as primeiras exportacoes de laranja para a Argentina, Inglaterra e outros paises
europeus, além de abastecer os mercados internos do Rio de Janeiro e Sédo Paulo.
ApOs a retracdo da cafeicultura no final da década de 1910 e durante a década de
1920, a laranja foi migrando para o interior paulista onde se estabeleceu como uma
opc¢ao para substituir o café. Estabelecida a importancia econémica da citricultura no
estado de Sao Paulo, houve um crescimento mais de dez vezes na producéo de
laranja entre os anos de 1920 e 1940°,

DQ - UFSCar



Introducao

Por isso, com o intuito de evitar o desperdicio da laranja, o governo do
estado de S&o Paulo montou a primeira industria de suco de laranja néo
concentrado durante a segunda guerra mundial, para evitar o desperdicio das safras
e visando abastecer o mercado local. Porém, este empreendimento fracassou
devido, principalmente, & falta de consumidores™®.

Em 1962, a producao brasileira de suco de laranja tomou um novo impulso,
devido a geada ocorrida no estado da Florida, onde cerca de 13 milhdes de arvores
adultas tiveram que ser destruidas, e esse fato contribuiu para a inser¢cdo do Brasil
no mercado mundial. Neste mesmo ano, o Brasil se tornou um dos grandes
exportadores para o mercado interno dos Estados Unidos e da Europa, preenchendo
uma lacuna deixada pelos americanos**°.

A primeira industria de suco de laranja voltada para a exportacao foi
criada em 1963, em um periodo denominado “modernizacdo conservadora” da
agricultura. Os incentivos as exportagbes, isencdes tributarias e crédito rural
subsidiado foram as principais caracteristicas deste periodo de 1965 a 1979. Na
década de 80, a citricultura brasileira continuou seu processo de expansao, apesar
da crise financeira mundial e as condi¢cbes climaticas ndo favoraveis na Florida,
maior produtor dos Estados Unidos, proporcionando ao Brasil o primeiro lugar dentre
os produtores mundiais de citros™.

Atualmente, o Brasil € o maior produtor e exportador de suco de laranja
do mundo, detendo 53% da producdo mundial e exportando aproximadamente 98%
dessa producédo. Portanto, 2,6 em cada 5 copos de suco de laranja consumidos no
mundo s&o produzidos no Brasil®.

Os maiores produtores de suco de laranja estdo localizados no estado
de Séo Paulo e nos municipios da regido do triangulo mineiro, por isso a regiao €
chamada de Cinturdo Citricola (Citrus Belt). Com area total plantada equivalente a
837,00 mil hectares e 160 milhdes de arvores de laranja em 2010, a citricultura
envolve direta e indiretamente aproximadamente cerca de 230 mil empregos,
gerando uma massa salarial de R$ 676 milhdes. Em 2009, o PIB para este setor
citricola gerou U$ 6,5 bilhdes, divididos em U$ 4,39 bilhdes para o mercado interno e
U$ 2,15 para o mercado externo>***°.

De acordo com a Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos
Citricos, até novembro de 2011 foram produzidas aproximadamente 19 toneladas de

suco nao concentrado convertido em suco de laranja concentrado e congelado, 106
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toneladas de suco de laranja ndo concentrado e 120 toneladas de suco concentrado
e congelado. Se compararmos com o0 mesmo periodo de 2010, houve um
crescimento de aproximadamente 26% na producao de suco laranja concentrado e
congelado, mostrando a importancia desse produto para o setor citricola, cujo

principal destino de exportacédo é a Europa®**.

1.1.5. Degradacéo do suco de laranja

A qualidade do suco de laranja € influenciada basicamente por fatores
microbiolégicos, enzimaticos e reacdes quimicas que comprometem suas
caracteristicas nutricionais e organolépticas. No conjunto, esses fatores somados as
condi¢cdes de armazenamento e integridade do produto irdo influenciar no tempo util

para o seu uso pelo consumidor®’*2.

a) Fatores microbiologicos

O suco de laranja € uma bebida &cida e, portanto, sua deterioragédo de
natureza microbioldgica esta associada a proliferacdo de leveduras, bactérias laticas
e fungos que lhe conferem sabor e odor indesejaveis™®.

A deterioragcdo microbiana no suco de laranja limita-se aos
microrganismos tolerantes ao meio acido, com predominio de bactérias lacticas,
leveduras e fungos. As bactérias produtoras do acido lactico, como as Lactobacillus
e Leuconostoc, sdo microaerdfilas, toleram baixo pH e, apresentam resisténcia
térmica muito baixa, sendo geralmente destruidas quando submetidas ao tratamento
térmico?.

Uma das causas mais comuns na deterioracdo dos sucos de frutas é a
degradacéao por leveduras, devido a elevada resisténcia ao meio acido e capacidade
da maioria das leveduras se desenvolverem anaerobicamente, além de
apresentarem maior resisténcia térmica que as bactérias e a maioria dos fungos. A
producado de etanol, didxido de carbono (CO,) e acetaldeido sédo indicadores da sua
multiplicacdo, mas também pode manifestar-se pela formacdo de peliculas e
floculacdo que diminuem a turvacdo dos sucos®®.

O suco de laranja é constituido por uma elevada concentracdo de

acucares, tais como: sacarose, frutose, a-glucose, B-glucose e outros tipos em
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baixas concentracbes. A presenca de leveduras, por exemplo, Saccharomyces
cerevisiae, propicia a fermentacédo alcoodlica dessas substancias, que acontece em
um processo anaerdbico cuja equacdo simplificada esta representada na Figura
1.1.5.1. Além do etanol e dioxido de carbono gerado no processo da fermentacao
alcodlica, ainda existem outros produtos secundarios provenientes da fermentacao

como glicerol, &cido succinico, etc?.

Leveduras

CH,CH,OH + CO,

Etanol Di6xido de
carbono

Figura 1.1.5.1. Esquema reacional simplificado para a primeira etapa da

fermentacéo alcoolica.

Na segunda etapa da fermentacdo alcodlica, conhecida também como
fermentacdo acética, o etanol é oxidado a acido acético por bactérias acéticas em
meio aerdbio. As principais espécies de bactérias responsaveis pela oxidacdo sao
do género Acetobacter: A. aceti orleanensis, A. aceti xilinum e A. aceti liquefaciens®.

A reacao pode ser resumida no esquema da Figura 1.1.5.2.

o)
Bactérias ‘
CH,CH,OH + O, + H,0
H4C OH
Etanol Acido Acético

Figura 1.1.5.2. Esquema reacional para fermentagdo acética ou segunda etapa da
reacdo alcodlica.
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b) FEatores enziméaticos

O suco de laranja possui em sua composi¢cao enzimas, principalmente
a pectinesterases, gue apresenta o0 maximo de atividade em pH 7,0 — 7,5, sendo
esse um grande motivo de atencdo na etapa de processamento das frutas citricas,
além de causar instabilidade como perda de gelificacdo e opacidade no suco nao-
pasteurizado e em concentrados congelados. Se a concentracdo original de
pectinesterases for elevada no suco ou no concentrado havera a formacdo de um
gel semi-rigido®’.

A enzima pectinesterase acelera a hidrolise das ligacdes éstermetilicas
na molécula de pectina formando acido péctico e metanol. A Figura 1.1.5.3. mostra

a reacao geral para enzima pectinesterase.

Pectinesterase

R-COO-CH; + H,O ———— R-COOH + CHs-OH

Figura 1.1.5.3. Esquema reacional para a enzima pectinesterase.

Varios estudos séo relatados apresentando a inativacdo das enzimas
pectinesterases em diferentes processos de pasteurizacao, valores de pH, tipos de
suco de laranja e tratamentos térmicos®*?®. De acordo com VERSTEEG et al. 27,
existem diferentes formas de pectinesterases em frutas citricas, por exemplo, nas
variedades de laranja Navel foram encontradas trés formas de pectinesterases
responsaveis por 95% da atividade enzimatica, além de apresentarem resisténcia

térmica diferente das enzimas encontradas em outros tipos de suco de laranja.

c) Fatores quimicos

Os fatores quimicos que influenciam normalmente na qualidade do
suco de laranja normalmente sdo de natureza oxidativas. A oxidacdo ocorre com a
vitamina C (acido ascoérbico) e com 0s compostos responsaveis pelo sabor e aroma
do suco (agucares, &cidos, sais minerais, vitaminas e pigmentos), alterando as
caracteristicas sensoriais e nutricionais do produto. Essas reacdes oxidativas estao

relacionadas com as condi¢des utilizadas no tratamento térmico, da presenca de
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oxigénio, do tipo de embalagens utlizadas, da relacdo tempo/temperatura de
estocagem e influéncia de luz no produto®’.

Um dos nutrientes mais afetados durante o processamento de suco de
frutas citricas e hortalicas é a vitamina C (acido ascorbico), pois esta é utilizada
como um indicativo da qualidade nutricional e até mesmo para verificar a
conservacao dos alimentos?®,

A vitamina C (acido ascorbico) esta envolvida em inUmeras reacdes
que ocorrem no organismo humano, sendo responsavel, por exemplo, pela
manutencao e sintese do coldgeno, adsorcdo de ferro no intestino, poder atuar na
prevencdo do céancer, além de participar da sintese de importantes
neurotransmissores, etc?®*%°. O &cido ascérbico é encontrado na forma reduzida e,
nesse estado € um composto biologicamente ativo, porém muito instavel e

facilmente oxidavel a acido dehidroascérbico® (Figura 1.1.5.4.) .

0 o)
o)
"o o = 0 + .
\ + 2HY o+ 26
CH,0H CH,OH
HO 0
HO HO
Acido Ascorbico Acido Dehidroascorbico

Figura 1.1.5.4. Esquema reacional para a oxidacdo da vitamina C (acido ascorbico).

1.2. Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

Tradicionalmente, a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) havia sido compreendida apenas como uma ferramenta para a verificacéo de
estruturas e para analisar a pureza de substancias®*. O uso da RMN comecou a ser
apreciada na area da quimica, principalmente pelos quimicos organicos, a partir de
1950, quando Proctor e Yu®' alunos de Felix Bloch, introduziram o conceito de
deslocamento quimico, contribuindo assim para elucidacéo estrutural de compostos

organicos. Mesmo assim, o interesse principal dos quimicos organicos é a
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elucidacéo estrutural de moléculas complexas, para isso a RMN € uma ferramenta
indispensavel, contudo, o seu uso como técnica analitica expandiu-se apenas nos
Gltimos 20 anos®.

Conduzida pelas necessidades do emergente campo de dominio
metabolémico/metabonémico, a RMN expandiu rapidamente nos ultimos anos nas
areas de aplicagfes em analises de misturas e de triagens. Esses desenvolvimentos
foram facilitados gracas ao desenvolvimento tecnoldgico de rapidos trocadores de
amostras (tubos de amostras e métodos de injecao de fluxo), integrado ao preparo
de amostras e a melhoria em geral da qualidade dos espectrometros digitais®>**.

A velocidade com que os espectros podem ser obtidos possibilita
examinar varias amostras em pouco tempo, muitas vezes com a minima preparacao
da amostra e com excelente reprodutibilidade da técnica. Além de ser uma técnica
nao destrutiva, a RMN pode detectar um grande numero de compostos
simultaneamente em uma Unica medida experimental®***. Contudo, vale ressaltar
que a espectroscopia de RMN n&o é uma técnica sensivel como a Espectroscopia
na regido do Ultravioleta (UV) e do infravermelho (IV) e Espectrometria de Massas

(EM), apesar de todo avanco tecnolégicos da area.
1.2.1. ARMN em analise de misturas complexas

Para a analise de misturas complexas, técnicas de alta resolucdo como
espectroscopia de RMN e Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) tém-se
mostrado atraentes por fornecer informacfes qualitativas e quantitativas de grande
variedade de espécies quimicas em um unico experimento, além de outras técnicas
como a CLAE e EM*. Contudo, a espectroscopia de RMN de *H tem demonstrado
ser uma ferramenta muito atrativa em andlises de misturas complexas como fluidos
bioldgicos, bebidas, produtos alimenticios, etc®*3*8,

Vérios trabalhos tém sido reportados na literatura envolvendo as
técnicas de RMN em anélise de misturas complexas. Em 2009, Boffo*® verificou as
diferengas quimicas relacionadas a autenticidade em amostras de méis e
aguardentes utilizando as técnicas de RMN de 'H e a SNIF-NMR (Site Specific
Natural Isotopic Fractionation studied by Nuclear Magnetic Resonance) aliada a
meétodos quimiomeétricos. Outras matrizes de misturas complexas como estudos

sobre a origem geografica de vinhos*’, controle de qualidade de 6leos de oliva™,
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4243 tomates™ e cerveja®® tem sido estudadas pelas técnicas de RMN aliada a

cafés
métodos quimiomeétricos.

Recentemente, as técnicas hifenadas como a CLAE-RMN
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Ressonancia Magnética
Nuclear), CLAE-RMN-EM (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas) e CLAE-EPS-RMN
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia combinado com Extracdo por por Fase
Solida acoplada a Ressonancia Magnética Nuclear), tém sido utilizadas para
analisar e identificar compostos quimicos individualmente e em misturas

complexas®*+*’.

1.2.2. Analise de suco de frutas via RMN

Trabalhos envolvendo a utilizagcdo da RMN de *H na qual se consegue
discriminar, a partir de espectros de RMN de 'H e utilizando-se quimiometria e
diferentes tratamentos estatisticos dos dados (método EWZS - Evolving Window
Zone Selection), sucos produzidos a partir de laranja (Citrus sinensis), grapefruit
(Citrus paradisi) e da mistura entre eles, tem sido relatado na literatura®. A
quantificacdo dos acidos malicos, citricos e aspartico em sucos de: laranja, maca,
apricot, kiwi, péra, morango e abacaxi, e em pH especificos onde ndo ocorre
sobreposicao dos sinais desse compostos, também tem sido motivo de investigacao
e comparado com os métodos enzimaticos*’.

Possiveis produtos de adulteragcdo e/ou contaminacdo tém sido
detectados utilizando-se técnicas de RMN e algumas vezes em conjunto com outras
técnicas. Por exemplo, a adulteracdo em concentrados de suco de laranja com a
adicdo da agua de lavagem dos frutos pode ser detectada no espectro de RMN de
'H e quimiometria através da substancia dimetilprolina (DMP)*°. Da mesma maneira,
a substancia Florina (3,5-dihidroxifenil-B-D-glucopiranosideo) isolada via CLAE da
casca de laranja (Citrus sinensis) e caracterizada via RMN, foi detectada em
diferentes concentracfes em sucos comerciais provenientes da Espanha e do
Brasil*!. A Figura 1.2.2.1. mostra a estrutura quimica da dimetilprolina e da florina

indicadas como possiveis marcadores da adulteragcdo em suco de laranja.
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H,C /CHs OH
N\ o OH
N E OH
/o HCl
OH
] HO
0
Dimetilprolina Florina

Figura 1.2.2.1. Estrutura quimica da Dimetilprolina e Florina.

Outra técnica muito utilizada principalmente pela comunidade europeia
para a deteccdo de fraudes em sucos de laranja concentrado, e que relata o quanto
o preparo da amostra influi nessa anélise, é a SNIF-NMR®%. Hoje, a técnica SNIF-
NMR é uma exigéncia como uma das técnicas que faz parte do conjunto de analises
para certificacdo do produto suco de laranja a ser comercializado na Europa.
Trabalho de colaboracdo com pesquisadores do centro de Norwich, onde se utilizou
a técnica de SNIF-NMR, que est4 baseada na relacdo isot6pica natural de H/*H a
partir dos sitios isotopicos do etanol produzido a partir da fermentacdo do suco;
também foi utilizada a técnica de EM medindo a relacao isotopica **C/*2C e *'0/*°0,
para verificar adicdo indevida de aclUcares e agua de lavagem dos frutos,
respectivamente, no suco de laranja®°.

Como a concentracdo de acido citrico € uma das determinacdes para
se avaliar a qualidade do suco, falsificacbes com adicao intencional de acido citrico
sintético podem ser “desmascaradas” utilizando néo so a técnica SNIF-NMR (através
da relacdo isotopica “H/*H) como a EM (através da relacéo isotépica **C/**C), onde
0s autores propdem essa metodologia como uma analise rotineira a ser adotada no

protocolo para o controle de qualidade®.
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1.2.3. Supresséao do sinal da agua

A supressao do sinal do solvente € necesséaria quando se utilizam
solucdes aquosas ou amostras que sdo constituidas por agua (H20/HDO), como € o
caso das amostras de suco de laranja. Nessas situacdes a quantidade de agua é
muito superior a das outras substancias presentes na amostra. Isto pode gerar
varias dificuldades, por exemplo, alguns sinais que se encontram préximos ou
sobrepostos ao sinal da agua, ou ndcleos que trocam quimicamente com a agua,
poderdo ter seus sinais comprometidos pela supressao. Além disso, a falta de
homogeneidade do campo magnético externo (By) e local (shimming), do campo
magneético gerado pelo pulso de radiofrequéncia (B1), e as imperfeicbes no pulso
podem diminuir a seletividade e o grau de supressdo de uma determinada
sequéncia®’.

A supressao do sinal da agua pode ser realizada de varias maneiras
dependendo da sequéncia de pulsos empregada. Varias técnicas diferentes foram
desenvolvidas para suprimir o sinal da 4gua no espectro de RMN de *H. O método
de pré-saturacdo geralmente é o mais utilizado para observar os sinais da amostra
em solucdes aquosas. Essa técnica consiste em aplicar uma irradiacdo de
radiofrequéncia (rf) continua e fraca na frequéncia do sinal do solvente durante o
tempo de espera (d1) e antes que seja aplicado o pulso de observacdo (p1)**°%. A
Figura 1.2.3.1. ilustra graficamente a sequéncia de pulsos de pré-saturacao descrita

anteriormente.

p

d

Irradiagcao
Continua

pldb9

Figura 1.2.3.1. Representacdo esquemdtica da sequéncia de pulsos de pré-
saturacdo com irradiacdo do sinal do solvente durante o tempo de espera™.

A sequéncia de pulsos zgpr (denominacdo Bruker), apresentada na
Figura 1.2.3.1. € o experimento de pré-saturacdo mais simples e um dos mais

utilizados para uma visdo geral do espectro. Apos a aplicacdo de uma poténcia rf
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fraca e continua durante o tempo de espera (d1) com aproximadamente uns 2 s, um
pulso de curta duragédo (pl), aproximadamente 10 us, € aplicado na frequéncia de
ressonancia dos hidrogénios que ndo foram pré-saturados, o qual transfere as
magnetizacbes para o plano xy. O sinal € detectado rapidamente e apenas um
pequeno residuo do sinal da dgua e/ou HDO é observado no espectro.

Outras duas sequéncias de pulsos muito utilizadas para a pré-
saturacdo do sinal da agua séo: zgcppr e noesygppr-1D (denominacdo Bruker). A
sequéncia de pulso zgcppr (Figura 1.2.3.2) é muito semelhante a sequéncia zgpr,
contudo ela difere na segunda parte do experimento, onde se aplica um pulso
composto para auxiliar na pré-saturacdo. O pulso composto é um conjunto de pulsos
de 90°, todos com a mesma duracédo, porém com fases diferentes. Como vantagem,
a sequéncia de pulso de zgcppr, tem uma tolerancia maior dos erros causados pela
nao homogeneidade de B; ou precisdo na frequéncia de ressonéancia de irradiacao.
Por isso, um sinal residual da agua e/ou do HDO também € observado no espectro,
porém mais fino e, os hidrogénios das substancias quimicas com deslocamento

guimico proximo podem ser observados.

p1

d1

Irradiacao
Continua

pldb9

Figura 1.2.3.2. Representacéo esquematica da sequéncia de pulsos zgcppr®.
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Da mesma maneira que as sequéncias de pulsos zgpr e zgcppr, a
sequéncia de pulsos noesygppr-1D é utilizada também para suprimir o sinal da agua
e/ou do HDO pela aplicacdo de uma poténcia rf fraca e continua durante o tempo de
espera (d1) e o tempo de mistura (d8). Ap6s o tempo de espera (dl)
aproximadamente de 2 s, dois pulsos de curta duragdo (pl) conectados em série,
aproximadamente 10 ps, sdo aplicados na frequéncia de ressonancia dos
hidrogénios que ndo foram pré-saturados, transferindo a magnetizacdo do eixo
positivo de z para o0 eixo negativo de z. Na sequéncia, para minimizar interferéncias
do sinal do solvente, a pré-saturacdo do sinal dos hidrogénios da agua e/ou do HDO
é feita durante todo o tempo de mistura (d8). Finalmente, um pulso de 90° é aplicado
para transferir as magnetizacfes para o plano xy onde o sinal sera detectado. Além
disso, sdo aplicados dois pulsos de gradientes (G; e G) ap6s os dois periodos de
pré-saturacao (d1 e d8). Estes pulsos de gradientes sdo ferramentas adicionais para
suprimir eficientemente o sinal intenso da agua e/ou do HDO em experimentos de
RMN. A Figura 1.2.3.3. ilustra graficamente a sequéncia de pulsos noesygppr-1D

descrita anteriormente.

H

G,

Figura 1.2.3.3. Representacdo esquematica da sequéncia de pulsos noesygppr-
1D,
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1.3. Quimiometria aplicada @8 RMN de 'H

O suco de laranja é uma matriz muito complexa e a sua composi¢ao
pode variar em funcdo das variedades das laranjas utilizadas (blends), dos fatores
de sazonalidade e regionalidade, dos processos de producdo, das condi¢cbes de
armazenamento, estocagem, etc. Um método que pode ser empregado na analise
dos diferentes produtos comerciais € a RMN de *H, tornando possivel em uma Unica
medida a observacdo de todas as substancias presentes; levando-se em
consideracao o limite de deteccdo da técnica e a possibilidade de sobreposicao dos
sinais. No entanto, frente a um ndmero muito grande de espectros, tanto pelo
namero de replicatas como pelo nUmero de amostras, a comparacao visual para a
sua discriminacdo torna-se bastante trabalhosa devido ao elevado numero de
informacdes neles contidos.

O uso de programas estatisticos nos permite distinguir com clareza as
sutilezas tanto em relacdo a variacdo dos constituintes quimicos quanto a sua
quantidade®. A quimiometria é constituida de métodos matematicos e estatisticos
que decompdem dados multivariados complexos em dados simples e de mais facil
interpretacédo, isso permite uma melhor compreenséo das informacdes presentes em
um banco de dados®*. O método espectroscépico utilizado nesse trabalho foi a RMN
de 'H, o qual forneceu um vetor de dados contendo 65.536 varidveis para cada
amostra. Em vista disso, foram adotados os métodos quimiométricos de analise
exploratdria e a calibragdo multivariada para o tratamento desses dados.

A andlise exploratoria € utilizada primeiramente para fazer uma
avaliacédo inicial dos dados e revelar quais amostras sdo semelhantes ou diferentes
entre si através da visualizacéo de agrupamentos®?, enquanto que, a principal tarefa
da calibracdo multivariada € estabelecer uma relagcdo entre os espectros e o0s
parametros de referéncia para todas as amostras em um determinado conjunto de
dados®. Dentre as diferentes técnicas quimiométricas exploratérias e de calibracdo
multivariada descritas na literatura as que foram utilizadas neste trabalho foram:
Andlise de Componentes Principais (PCA, Principal Components Analysis),
Regressdo por Minimos Quadrados Parciais (PLS, Partial Least Squares
Regression) e Regressédo por Componentes Principais (PCR, Principal Regression

Components).
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1.3.1. Analise de Componentes Principais (PCA)

A PCA é um procedimento matematico aplicado aos dados (nesse caso
aos espectros de RMN de 'H) para gerar novas variaveis latentes (PC’s, Principal
Components) as quais sao ortogonais e, portanto, ndo correlacionadas entre si. O
objetivo principal da PCA é expressar as principais informac¢des contidas nas
variaveis iniciais em um menor numero de variaveis possiveis, descrevendo as
principais variagcdes da matriz de dados. Cada componente gerada (cada variavel
nova) é uma combinacdo linear das medicbes originais, de modo que a primeira
componente principal se oriente na diregdo maxima da variancia possivel do banco
de dados, que e por sua vez, cada componente sucessiva possua maior variancia
gue a proxima (com a condicdo de serem ortogonais entre si), até que todas PC’s do
banco de dados sejam descritas.

Na PCA os dados séo projetados a partir do sistema de coordenadas
original para um novo sistema de PC'’s, graficos de escores (scores), onde cada eixo
€ uma componente principal e cada amostra possui um valor determinado em cada
PC de acordo com o processo de combinacéo linear. A Figura 1.3.1.1. (a) apresenta
um gréfico hipotético definido pelas componentes principais PC1 e PC2. O grafico de
pesos, apresentado pela Figura 1.3.1.1. (b), indica a contribuicdo de cada variavel

original de acordo com a PC representada.

Sistemas de Gréfico de Escores Gréfico de Pesos
Coordenadas Originais (score) (loadings)
(2) A (2) (2)
A
PC1 PC2 Pci PC2
X X X X X X X %_ X X X /X Varl Varl] Var2
XXXXXYXXXXX X X XXX XX X X Varl Varll Var2 Var2
XX XX XX XX XX XX XX XX XX XX“XX XX Varl VarlfVarl Var2
XOOOXXXEXXXXXXXXX XX XXX XXX XXXXX Var3 r3 Var2
XX XXXEX XXX XX /XX X XXX XXX Var3 Var3|Var3 Var2

(x) (x)
v) ) 0

(@) (b)

(y)

Figura 1.2.3.1. Pontos de dados do sistema de coordenadas (x,y,z) original (a),
projecdo dos pontos de dados em duas componentes principais (PC1 — PC2) (b) e

contribuicdo de cada variavel original nas PC'’s representadas (PC1 — PC2) (c).
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1.3.2. Regressdo multivariada

O uso de diferentes medidas espectroscépicas possibilitam determinar
o teor de um ou mais constituintes presentes em uma mistura através dos métodos
de calibragdo. As vantagens que esses meétodos propiciam é permitir o estudo com
varias espécies simultaneamente, ndo importando se ha existéncia ou auséncia de
diferencas relevantes entre elas, muito menos a existéncia de correlacbes entre os
dados*. Dentre os varios métodos de calibracdo multivariada existentes, os dois
métodos de calibracdo frequentemente usados sdo PCR e PLS, que variam
essencialmente na forma de decompor a matriz de dados.

A principal funcéo da calibracdo multivariada é construir uma relacéo
entre as variaveis de medida (variaveis dependentes, X), neste caso 0s espectros de
RMN de 'H, com os parametros de referéncias (variaveis independentes, Y) para
todas as amostras pertencentes do banco de dados (Figura 1.3.2.1.). A finalidade
desta relacdo € encontrar concentracdes desconhecidas dos espectros analisados e
interpretar a relacdo entre a variavel de medida e os valores de referéncias

encontrados®.

Parametros de Variaveis de medida

~ referéncia (variaveis dependentes)
(variaveis independentes)

Matriz Matriz X
Y

Figura 1.3.2.1. Representacdo das matrizes utilizadas em uma calibracédo
multivariada. Cada linha da Matriz Y é constituida por cada parametro de referéncia
(por exemplo, concentragcédo de um determinado analito) e em cada linha da Matriz X

é constituida por uma variavel de medida (por exemplo, espectro de RMN de *H).
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De maneira sucinta, o processo de calibracdo multivariada consiste em
duas etapas. A primeira etapa, conhecida como validacdo dos dados, esta
associada em aperfeicoar os parametros de processamento e transformacédo das
variaveis de medida, buscando uma melhor descricdo dos valores de referéncia.
Uma vez ajustado o modelo de calibragédo a partir dos dados originais, 0 modelo esta
habilitado em prever concentracées em amostras desconhecidas (segunda etapa).

a) Regressao por Componentes Principais (PCR)

A decomposi¢cdo da matriz de dados das varidveis de medida em uma
primeira etapa é realizada de maneira semelhante a analise por PCA, seguida de
uma etapa de regressdo multipla inversa relacionando os escores dessa matriz com
a propriedade de interesse. Supondo que cada amostra contenha n analitos,
teremos n variaveis yi, Y»,..., Yn referentes a concentragdo. Essas informacdes
permitem definir um vetor de concentracdo y (y = Vi1, Y2,..., Yn) que descreve a
concentracdo de cada um dos n componentes da amostra.

O espectro de *H de cada amostra é dado por k variaveis. Assim, cada
amostra é definida por um vetor x que contém k varidveis independentes (X1, Xa,...,
Xx). Dessa maneira, se constroem um conjunto de calibragdo com m amostras, onde
0 mesmo pode ser descrito por meio de uma matriz de dados: uma matriz X, a qual
contém os dados espectrais (de dimensdo m x k) e uma matriz Y contendo os
valores da concentracdo do analito (de dimenséo n x k). Logo, a matriz X passa por
uma etapa de decomposicdo em PC'’s, que posteriormente € escolhido o nimero de
PC'’s ideal para descrever a matriz X. A matriz Y é entdo relacionada com 0s scores

obtidos da matriz X num processo de interacdo entre as duas matrizes®®.

b) Regressado por Minimos Quadrados Parciais (PLS)

Na etapa em que se realiza a decomposicdo da matriz de dados das
variaveis de medida (matriz X), as informacgfes extraidas sdo passadas para a matriz
dos valores de referéncias (matriz Y) e vice-versa, onde essas informagcdes s&o
feitas simultaneamente por meio interativo. Isso acontece no PLS devido as
informacdes sobre os valores de referéncias serem incluidas durante o calculo dos

scores e loadings.
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Para decompor a matriz X, as técnicas de analise fatorial séo utilizadas
para obter matrizes menores, por exemplo, X = M; + M, +... + M, + E, onde M; sé@o
as componentes principais ou variaveis latentes, com dimensdes 1, 2, 3..., a, onde a
representa 0 numero de fatores (componentes principais ou variaveis latentes)
selecionados para truncar a igualdade. A matriz de residuos é representada pelo
termo E que esta relacionado ao numero de fatores. A matriz Y € decomposta de
maneira analoga, para que, finalmente possa determinar-se a correlacdo entre as

variaveis latentes usando os componentes das matrizes menores®.
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2. OBJETIVOS

Os principais objetivos desse trabalho sao:

1) Utilizar a RMN de 'H para avaliar o processo de degradacdo de sucos
comerciais e naturais em diversas situacfes. Para amostras comerciais apos a
abertura do frasco, em condi¢cdes de refrigeracdo e sem ela, e apos o prazo de
vencimento do produto. Para os sucos naturais de laranja péra Rio, laranja Bahia,
laranja murcote, laranja lima e laranja lima da Pérsia, em condi¢des de refrigeracédo
e sem ela.

2) Quantificar via RMN de *H o contetido de etanol, quando presente, em sucos

tanto comercial quanto natural.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras de suco de laranja

Durante a realizacdo desse trabalho trés (3) amostras comerciais de
fabricantes diferentes e cinco (5) amostras naturais de suco de laranja foram
analisadas. Todas as amostras foram coletadas no mercado local e da cidade de
Séo Carlos — SP.

3.1.1. Suco comercial de laranja (néctar)
Para cada variedade de suco comercial foram selecionadas quatro (4)
amostras do mesmo lote, data de envasamento e validade descrita pelo fabricante

do produto. Na tabela 3.1. estdo descritos esses dados.

Tabela 3.1. Informacgdes das amostras comerciais de suco de laranja descritas pelos

fabricantes.

Amostras Data de Envasamento Data de Validade
Suco comercial 01
_ 28/02/2011 28/08/2011
(Fabricante 01)
Suco comercial 02
) Nao consta 07/08/2011
(Fabricante 02)
Suco comercial 03
12/04/2011 12/10/2011

(Fabricante 3)

As amostras de cada fabricante de suco comercial foram divididas em
quatro condi¢gbes de armazenamento (lotes) diferentes: A, B, C e D.

As amostras do lote A foram abertas e obtidos os espectros de RMN de
'H imediatamente. O liquido restante foi mantido a 14 °C e a cada 24 horas foram
retiradas aliquotas e obtidos os espectros de RMN de *H durante um periodo quinze
(15) dias de analises.

Para o lote C, procedeu-se da mesma maneira que o lote A, exceto que

o material foi mantido a 24°C (temperatura interna do laboratorio).
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Os lotes B e D foram mantidos intactos a 14°C e 24°C respectivamente.
Contudo, ao expirar a data de vencimento dos produtos descritos pelos fabricantes
foram obtidos os espectros de RMN de 'H. Na Tabela 3.2. estdo descritos 0s
codigos, as condi¢cdes de armazenamento (lotes) e os periodos de analises para as

amostras comerciais de suco de laranja.

Tabela 3.2. Caodigos, condicdes de armazenamento (lotes) e periodos de analises

para as amostras comerciais de suco de laranja.

Amostras Cadigos Lotes Periodo de Analises (dias)

A 0% 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 15
B o*

Suco comercial 01 C1
C 0% 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 15
D o*
A 0% 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 15
B o*

Suco comercial 02 C2
C 0% 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 15
D o*
A 0%, 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 15
B o*

Suco comercial 03 C3
C 0% 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10e 15
D o*

* Periodo em que foram iniciadas as analises de RMN de "H.

3.1.2. Suco de laranja natural

As espécies/variedades de laranjas que foram obtidos os sucos

naturais estudados nesse trabalho estdo descritos na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. Espécies e nomes populares das amostras de laranjas analisadas.

Espécies Nomes populares

Citrus sinensis (L.) Osbeck spp. Laranja péra Rio
Citrus sinensis (L.) Osbeck spp. Laranja Bahia

Citrus grandis (L.) Osbeck Laranja murcote
Citrus aurantifolia Laranja lima

Citrus limettioides Laranja lima da Pérsia

Na etapa de selecédo e coleta foram observadas as semelhancas de
tamanho e a aparéncia na maturidade dos frutos. Os sucos naturais de laranja foram
obtidos através de um espremedor de frutas, em seguida, divididos em duas
condi¢bes de armazenamento (lotes): A e C. As amostras do lote A foram mantidas
a 14 °C e a cada intervalo de tempo foram obtidos os espectros de RMN de 'H
durante o periodo de vinte e quatro horas de analises. Para o lote C, procedeu-se da
mesma maneira que o lote A, exceto que o material foi mantido a 24 °C. A Tabela
3.4. a seguir mostra a descricdo das condi¢fes de armazenamento (lotes) e o tempo

gue foram realizadas as andlises para as amostras de suco natural de laranja.

Tabela 3.4. Caodigos, condicdes de armazenamento (lotes) e periodos de analises

para as amostras naturais de suco de laranja.

Amostras Cadigos Lotes Periodo de Analises (horas)
: : A

Laranja péra Rio N1 c 0%, 2,4,6,10e 24.
. . A

Laranja Bahia N2 c 0%, 2,4,6,10e 24.
, A

Laranja murcote N3 c 0%, 2,4,6,10e 24.
- - A

Laranja lima N4 c 0%, 2,4,6,10 e 24.
o . A

Laranja lima da Pérsia N5 c 0* 2,4,6,10 e 24.

* Periodo em que foram iniciadas as analises de RMN de “H.

3.2. Caodificagao das amostras
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As amostras estudadas neste trabalho foram codificadas de acordo
com o tipo de suco, os lotes a que foram distribuidas e o periodo de analise. O
Esquema 3.1. apresenta detalhes dos cédigos das amostras comerciais e naturais

de suco de laranja.

Tipo de suco comercial Tipo de suco natural
(C1,C2,eC3). (N1, N2, N3, N4 e NS).
‘ hLoteA,B,CeD. ‘ hLoteAeC.
Intervaloentre cadaanalise: Intervaloentre cadaanilise:
0,1,2.3,45,6,7,8 9, 10e 15dias. 0 (Ch), 1 (2h), 2 {4h), 3 (6h), 4 {10h) e S (24An).

Esquema 3.1. Codificacédo detalhada das amostras comerciais e naturais de suco de

laranja.

3.2. Preparo da solugcéo tampao

Foi preparada uma solucdo tampao de KH,PO,4 1M (diidrogénio fosfato
de potassio) em DO, pH 1,8, contento 3,0% TMSP-d; (2,2,3,3-ds-(3-
trimetilsililpronionato de sodio) e 2 mM de NaNj3 (azida de sédio). A solucdo tampéo
foi preparada dissolvendo-se 3,4 g de KH,PO, e 3,25 mg de NaN3; em 20 mL de
D,O. Foram dissolvidos separadamente 750 mg de TMSP-d, em 2 mL de D,0O
utilizando uma cuba de ultra-som. Juntou-se a solu¢cdo de KH,PO, e TMSP-d, e
adicionou-se quantidade suficiente de DCI (acido cloridrico deuterado) de modo a

obter pH 1,8. Por fim, completou-se o volume da solucéo para 25 mL.

3.3. Preparo das amostras de suco de laranja comercial e natural

As amostras comerciais e naturais de suco de laranja foram
centrifugadas, a temperatura ambiente, por 10 minutos a 10.000 rpm para remocéao
de residuos sdlidos. O processo de centrifugacdo separou a amostra em duas
fragcbes bem definidas. Foram retirados 1000 pL do sobrenadante e filtrou-se em

membrana 0.45 um de diametro. Uma aliquota de 720 pL do filtrado de suco de
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laranja foi misturada com 80 pL de solugcdo tampao. Quando necessario, o pH das
amostras foi ajustado para 3,0 £ 0,1 adicionando quantidade suficiente de KOH 4M
ou HCI 4M. Uma aliquota de 600 pL da amostra de suco de laranja, assim

preparado, foi colocada em um tubo de RMN de 5 mm de diametro externo.

3.5. Obtencéo dos experimentos de RMN de  'H

Os espectros de RMN 'H foram adquiridos em um espectrémetro
Bruker Avance lll “Nanobay” de 9,4 Tesla (400,15 MHz para a frequéncia do
hidrogénio), localizado no Laboratorio de RMN do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Séo Carlos - UFSCar. As medidas foram realizadas em
triplicatas (para maior confiabilidade do método), utilizando um Smart probe® de 5
mm de diametro interno e bobinas geradoras de gradiente de campo na coordenada
z.

Todos os espectros foram adquiridos utilizando a sequéncia de pulso
de pré-saturagdo do solvente noesygppr-1D (denominacdo Bruker) para suprimir o
sinal da agua e mantida a temperatura de 300K. Os espectros foram adquiridos com
128 promediacgbes (ns), largura espectral de 12.019 Hz (swh), tempo de espera
entre cada aquisicao de 4 s (d1), tempo de aquisi¢éo entre cada varredura de 2,73 s
(aq) com 65.536 pontos durante a aquisicdo (td), atenuacdo do pulso de
presaturacdo de 43,00 dB (pldb9). A duracédo do pulso de 90° foi 10,30 ps (pl) e o
tempo de mistura utilizado foi 10 ms (d8). Para o processamento desses dados
foram utilizados 65.536 pontos (si), efetuando multiplicacdo exponencial (Ib = 0,3 Hz)
e correcdo automatica de fase e linha de base (apk0.noe).

3.6. Obtencéo dos espectros de bidimensionais

Para a caracterizagdo dos compostos foram utilizados os experimentos
bidimensionais com gradiente de campo (gCOSY 45° gHSQC e gHMBCQC),
empregando as sequéncias de pulsos cosygpprgf, hsqcetgp e hmbcgplpndgf
(denominacéao Bruker).

Os experimentos bidimensionais de gCOSY 45° gHSQC e gHMBC

foram realizados com largura espectral (swh) em F2 de 4.464 Hz, 4.464 Hz e 18.029
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Hz, em F1 de 4.464 Hz, 20.161 Hz e 36.049 Hz, niumero de promedia¢des (ns) igual
32, 64 e 90, respectivamente.

Os parametros a seguir foram os mesmos para as medidas de gCOSY
45°, gHSQC, gHMBC: tempos de espera entre cada aquisi¢cao de 2 s (d1), com 256
pontos durante a aquisicao (td) em F1 e 4.096 pontos durante a aquisicdo em F2, no
processamento foram utilizados 1.024 pontos (si) em F1 e 4.096 pontos em F2.

3.7. Analises quimiométricas

As analises multivariadas dos dados foram realizadas utilizando os
programas The Unscrambler® v. 9.7 (CAMO SOFTWARE AS) e Matlab® v. 7.9.

Para a construcdo da matriz dos dados de RMN de *H foram utilizados
os valores meédios das triplicatas. As regides referentes ao sinal residual da agua, do
TMSP-d, e os ruidos presentes nas laterais dos espectros (regido sem sinal) foram
removidas, originando uma nova matriz de dados (matriz final) contendo 20.770
variaveis. Na matriz final todas as amostras referem-se as linhas e os

deslocamentos quimicos referem-se as colunas.

3.7.1. Analises por Componentes Principais (PCA)

Para as andlises de PCA todos os dados da matriz final foram pré-
processados realizando uma corre¢cdo automatica na linha de base. Na etapa em
gue foram consideradas todas as variaveis contidas na matriz final, os dados foram
centrados na média e na etapa em que foram selecionadas manualmente as

variaveis os dados foram autoescalados.

3.7.2. Calibragao multivariada e univariada

Na calibracdo multivariada treze (13) amostras foram utilizadas para
calibracdo e as mesmas amostras foram utilizadas no conjunto de validacéo.
Inicialmente foi realizada uma analise exploratéria dos dados empregando analise
de componentes principais (PCA). Isto permitiu aperfeicoar os parametros de pré-
processamento e transformacdo que foram aplicados no desenvolvimento dos
modelos PCR e PLS. A escolha do numero de componentes principais (PCs) na

construgcdo dos modelos fora baseada em alguns parametros estatisticos,
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principalmente nos baixos valores de SECal (Standard Error of Calibration), SEVal
(Standard Error of Validation), RMSECal (Root Mean Square Error of Calibration) e
RMSEVal (Root Mean Square Error of Validation). O método de validagdo cruzada
foi utilizado para avaliar os modelos PCR e PLS.

Para calibragdo univariada foram utilizadas dez (10) amostras no
conjunto de calibragdo. O parametro de referéncia utilizado foi a concentracdo do
analito em funcéo da intensidade maxima do sinal de interesse no espectro de RMN
de 'H, as quais sdo denominadas varidveis medidas conforme descrito na Tabela
3.5.

Tabela 3.5. Parametro de referéncia versus variaveis medidas utilizadas na

calibracdo univariada.

Parametro de referéncia Variaveis medidas

. Intensidade maxima do sinal da
Concentragao de etanol (g/L) _
metila do etanol
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Perfil dos metabdlito nas amostras de suco de

laranja

Um espectro tipico de RMN de 'H e uma visdo expandida de uma amostra

de suco de laranja séo apresentados na Figura 4.1.1. e 4.1.2.

Regido dos Fendlicos Regido dos Aglcares
0} n

Agua
Residual

Regido dos Aminoacidos e Acidos Organicos
(liry

100 95 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45

4.0

3.5

3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 4.1.1. Espectro tipico de RMN de *H de uma amostra de suco de laranja.
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Sacarose

Sacarose +
Frutose

Frutose

Sacarose

Sacarose

Ac. Citrico
Sacarose

l/ Ac. Méalico

beta-G

alfa-Glicose

Agua
Residual

licose

Ac. Malico

DMP

Glicose

DMP

Ac. Citrico
Ac. Malico

Ac. Succinico

GABA + DMP

. Prol
Prolina

DMP
+ GLX

DMP

Arginina
+ GABA
+ Ac. Quinico

lina
Alanina

Arginina

MWM

Treonina

Etanol

Valina

El

J iU

T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Figura 4.1.2. Vis&o expandida de um espectro tipico de RMN de *H de uma amostra
de suco de laranja usando a sequéncia de pulsos.noesygpprld (denominacéo
Bruker).

Foram caracterizados 27 metabdlitos presentes nas amostras de suco
de laranja. As atribuicdes dos metabdlitos foram realizadas baseando-se em dados

3344516566 o 3través da andlise dos espectros bidimensionais gCOSY 45°

da literatura
(Figuras 4.1.3. e 4.1.4.), gHSQC (Figura 4.1.5.) e gHMBC (Figura 4.1.6.). Na
Tabela 4.1.1. estdo sumarizadas as informacdes dos metabolitos caracterizados nas
amostras de suco de laranja comercial 02 e suco natural da laranja péra Rio com
seus respectivos deslocamentos quimicos.

Conforme pode ser observado na Figura 4.1.2. a sacarose, a-glicose,
B-glicose, frutose, acido citrico e etanol sdo os metabdlitos em maiores quantidades
nas amostras de suco de laranja, concordado com as informacdes descritas na
literatura®®. Os hidrogénios de aminoé&cidos e &cidos organicos sdo caracteristicos e
encontrados nas regibes de 0,9-3,0 ppm, onde foi possivel caracterizar 15
de 27,

caracteristicos nas regides de 3,0-6,0 ppm e acima de 6,0 ppm sado caracteristicos

metabolitos do total enquanto, os hidrogénios dos acucares séao

de compostos fendlicos.
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, Argmlr‘]qaa
Sdcarose

':llptw 2
g EpRD

.

DMP ** Ac. Quinico

= . oma o (SRmBE)
B TR SR | WGP @ Ac. Malico
g s aw

o — . vo—.

-

alfa-Glicose

beta-Glicose Prolina

3

. . Etanol
Alanina

r10

r15

2.0

25

3.0

35

4.0

45

50

55

~6.0

T T T T T T T T T
25 20

Figura 4.1.3. Visdo geral do mapa de correlagao

amostra de suco de laranja péra Rio.

T T
15 1.0

ppm

'H-'H (gCOSY 45° de uma

P e it Ao ppm
() -
.
®Tirosina ® 68
(TR )
7.0
7.2
&
ot 7.4
al .
Fenilalanina ‘ ‘
‘ 7.6
.
e -7.8
ppm
= j' 4 |80
. -
E w 221 = . rs2
1] .
}..:
i ’ Arginina -8 | &4
T T T T T T T 8.6
<§0u 9 8 7 6 5 4 3 ppm
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 6.8 6.7 ppm

Figura 4.1.4. Visdo expandida do mapa de correlacdo *H-'H (QCOSY 45°) de uma

amostra de suco de laranja péra Rio.
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[ M

® [f
e
l 2
I =
! Etanol B
Acido Citrico o
o
1 W
Y I
Frutose # wqth - lcose
00 : " . e
3 Sacarose et I
a-Glicose _
—— Sacarose®® @ P
- . P-Glicose E
T T T I T T T T T o T T T T T T i ; ; : : ‘ ‘_
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Figura 4.1.5. Vis&o geral do mapa de correlacdo *H-*C a uma ligacdo (gHSQC) da

amostra de suco de laranja comercial 02.

I T

-E
Etanol r ;
1 (Ooasa T
DMP sani
— ' anina
i . DMP @ () Etanol o
] u-Glicose 52627056 o 1 o, fcidos Citrico e Malico ) i
E Sacarose @ B-Glicose ‘ C e B i
H
— Frutese , L
— m@mm o % ﬁ,m@w @ —‘co_’
Sacarose Acido Malico " Glicose
I o
K
) Acidos Citrico e Milico oAIanina I
I o
o
i o
| T | II.‘I T T T | T T ‘ T T T T | T T T T ‘ T
8 5 4 3 2 F2 [ppin]

Figura 4.1.6. Visdo geral do mapa de correlacdo *H-'3C a longa distancia ( gHMBC)

da amostra de suco de laranja comercial 02.
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Tabela 4.1.1. Metabdlitos caracterizados nas amostras de suco de laranja.

& *H ppm

. b gHSQC gHMBC
Metabdlitos (multiplicidade, gCoSsYy (3 °C ppm) (3 °C ppm)
J Hz)
0,98 (d, 7,00) -- 19,7 32,0
1 Valina
1,03 (d, 7,00) -- 20,8 32,0
1,17 (t, 7,20) 3,65 19,8 60,5
2 Etanol
3,65 (q, 7,20) 1,17 - 19,8
3 Treonina 1,32 (d, 6,50) -- 22,3 68,7
4 Acido Latico 1,39 (d, 7,00) -- 22,5 72,6
1,48 (d, 7,20) 3,84 18,9 53,1; 177,7
5 Alanina
3,84 (q, 7,20) 1,48 - -
1,88-1,94
1,60-1,78(m) ————— 26,9 43,5
3,24 —-3,28
1,60-1,78
188-194(m) ——— - -
3,78 — 3,80
6 Arginina
1,60-1,78
324-328(m) ——— - 26,9
7,20-7,25
3,78 — 3,80 (m) 1,88-1,94 - 30,6
7,20 — 7,25 (m) 3,24 -3,28 - -
2,46-2,51
1,93-1,95(m) ——————— 25,3 33,9; 41,7
3,00-3,04
Aci inobutiri 193195 25,3; 41,7;
4 Acido y(—gxg:)butmco 2.46-2,51 (M) 33,9 180 2, ;
3,00-3,04 ’
1,93-1,95
3,00-3,04(m) —— - -
2,46-2,51
8 Acido Quinico 1,87 —1,89 (m) 2,10-2,13 43,4 --
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4,04 — 4,06
2,10-2,13(m) 1,87 —1,89 43,4 -
4,04-4,06(m) 1,87-1,89 - -
9 Acido Acético 2,07 (s) - 23,4 -
2,32 -2,34
2,02 - 2,05 (m) -- 26,8; 177,0
4,14 — 4,15
2,02 - 2,05
10 Prolina 2,32 - 2,34 (m) - 26,8
4,14 - 4,15
2,02-2,05
4,14 — 4,15 (m) - -
2,32 -2,34
2,46-2,51
2,13-2,19 (m) 3,52-3,55 - -
3,69-3,72
2,46-2,51
2,27-2,30 (m) - N
4,06-4,09
Dimetilroli 2,13- 2,19
imetilprolina i 3 3
11 OMP) 2,46-2,51 (m)
2,27-2,30
3,09 (sl) - 48,8 54,9: 70,3
3,29 (sl) - 54,9 48,8; 70,3
3,52-3,55 (m) 2,13-2,19 - -
3,69-3,72 (m) 2,13-2,19 - -
4,06-4,09 (m) 2,13-2,19 - -
o N 211-220(m) 251-256 - -
12 Acido Galacturoénico
(GLX)
251-256(m) 211-220 - -
13 Acido Pirtvico 2,21 (s) - 27,9 -
14 Acido Succinico 2,65 (s) - 32,2 -
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2,76 (d, 7,30) 4,47 - -
2,86 (d, 4,50) 4,47 - 70,3; 177,7
15 Acido Malico
2,76
4,47 (dd, 4,50; B B
7,30)
2,86
46,5; 76,8;
o N 2,80 (d, 15,60) 2,94 46,5 176.9: 180.3
16 Acido Citrico 46.5: 76.6:
2,94 (d, 15,60) 2,80 46,5 176,,9’; 18,0,,3
3,23 (dd, 7,80; .
. 10,70) 4,63 77,2 78,7; 98,8
17 B-Glicose
4,63 (d, 7,80) 3,23 98,8 77,2; 78,7
3,52 — 3,55 (m) 5,23 74,3 75,6
18 a-Glicose
5,23 (d, 3,90) 3,52 -3,55 95,0 74,3; 75,6
3,56 (d, 3,90) 5,40 73,9 -
4,04 (t, 8,70;
8,70) 4,20 77,2 -
19 Sacarose 64.0- 65.3:
4,20 (d, 8,70) 4,04 79,4 77"2’; 84,,3,
72,3; 75,4
5,40 (d, 3,90) 3,56 95,0 106,2
3,97 — 4,00 (m) - 72,2 -
20 Frutose 420 () 3 . 653 72.2:
' ' 77,2; 106,2
6,15 (m) -- - -
21 Florina
6,21 (m) - - -
22 Acido Fumarico 6,71 (s) - - -
6,89 (m) 7,18 - -
23 Tirosina
7,18 (m) 6,89 - -
7,32 (m) 7,41 - -
24 Fenilalanina
7,41 (m) 7,32 - -
25 5-Hidroximetilfurfural 7,52 - 7,56 (m) -- -- --
26 Acido Formico 8,30 (s) - - -
27 Histidina 8,63 — 8,66 (M) -- -- --
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28 Desconhecido 9,00 — 910 (m) - - -

s-sinpleto, sl-sinpleto largo, d-dupleto, dd-duplo dupleto, t-tripleto, g-quarteto, m-
mutipleto.

Os metabdlitos: &cido férmico (5 *H 8,30 ppm), acido fimarico (5 *H
6,71 ppm), &cido succinico (5 *H 2,65 ppm), acido piravico (5 *H 2,21 ppm) e &cido
acético (5 'H 2,07 ppm) apresentaram apenas um sinal no espectro de RMN de *H,
um simpleto, consequentemente seus sinais ndo apresentaram correlagbes no
gCOSY 45° A presenca desses sinais no gHSQC foi detectada apenas para os
acidos: succinico, piravico e acético, enquanto que para o acido formico e acido
fumarico esses sinais ndo foram possiveis de serem detectadas no gHSQC e
gHMBC, portanto a caracterizacdo desses sinais foram baseadas apenas em dados

da literatura®>°®.

O
o) ‘ 0
’ / OH
HO N | HO
H OH 6,71 ppm o) / 3'H OH
5 H 2,65 ppm;
8,30 ppm o) s c
32,2 ppm
Acido Férmico Acido Fimarico Acido Succinico
8'H O 0
2,21 ppm; ‘ 51
5% H3C )
27,9 ppm OH 2,07 ppm;
‘ 3%c HsC OH
23,4 ppm
(@]
Acido Pirtvico Acido Acético
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A presenca da tirosina, fenilalanina e acido galacturénico ndo puderam
ser confirmados através da analise dos espectros de gHSQC e gHMBC, porém os
metabdlitos foram caracterizados através da analise do espectro de gCOSY 45° e
através dos dados da literatura®®’. O acoplamento entre os hidrogénios do anel
aromatico da tirosina (acoplamento dos H's 7,18 e 6,89 ppm) e da fenilalanina
(acoplamento dos H's 7,41 e 7,32 ppm) sdo apresentados na Figura 4.1.4.,
enquanto que o acoplamento dos hidrogénios do grupo CH presentes no acido

galacturonico (acoplamento dos H’'s 2,51-2,56 ppm e 2,11-2,20 ppm) € apresentado

na Figura 4.1.3.

- 8 'H
4 6,89 ppm H 7,41 ppm
8'H
L 2,51-2,56 ppm
o°H H
OH 0O
o H H 7,32 ppm OH
H
7,18 ppm HO
H,N.
w O HoO OH
: H 5
o g 2,11-2,20 ppm
Tirosina Fenilalanina Acido Galacturdnico

O sinal caracteristico do etanol, um grupo CH3z com multiplicidade de
um tripleto em 1,17 ppm acoplando com um grupo CH, com multiplicidade de um
guarteto em 3,65 ppm foi confirmada no espectro de gCOSY 45° O sinal
caracteristico do etanol em 1,17 ppm acoplando a uma ligagdo com o carbono em
19,8 ppm e a duas ligagbes com o carbono em 60,5 ppm foram confirmados nos
espectros de gHSQC e gHMBC, respectivamente. Assim, o acoplamento do
hidrogénio em 3,65 ppm a duas ligacdes com o carbono em 19,8 ppm foi observado
também no espectro de gHMBC. O sinal caracteristico do grupo CH3 do acido latico
em 1,39 ppm, multiplicidade de um dupleto, acoplando com um grupo CH em 4,12
ppm, ndo foi possivel ser observada no espectro de gCOSY 45° contudo o
acoplamento a uma ligacdo com o carbono em 22,5 ppm e a duas ligacdes com o
carbono em 72,6 ppm foram observadas nos espectros de gHSQC e gHMBC,

respectivamente.
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5 'H
3,%51E(F:)m; 5 H ')
60.5ppm 1 H l’%glggm; H
)& 22,5 ppm HsC
8'H  H,C OH 5 OH
1,17 g)pm; 3 72,6 ppm
81°C OH
19,8 ppm
Etanol Acido Lético

O écido citrico apresenta dois sinais intensos no espectro de RMN de
'H, dupletos em 2,80 ppm e 2,94 ppm, os quais apresentaram correlacionados no
espectro de gCOSY 45° Também foi possivel observar o acoplamento desses
hidrogénios com o carbono a uma ligacdo (46,5 ppm) no espectro de gHSQC e a
longa distancia (76,8 ppm, 176,9 ppm e 180,3 ppm) no espectro de gHMBC. O &cido
malico apresenta trés sinais caracteristico no espectro de RMN de 'H, um duplo
dupleto em 4,47 ppm e dois dupletos em 2,86 ppm e 2,76 ppm, 0 acoplamento
desses sinais foram observadas no espectro de gCOSY 45° porém apenas o0
acoplamento a longa distancia do hidrogénio em 2,86 ppm com os carbonos em 70,3
ppm e 177,7 ppm foram observadas no espectro de gHMBC. O acoplamento dos
sinais dos H’s do acido quinico em 1,87-189 ppm, 2,10-2,13 ppm e 4,04-4,06 ppm
puderam ser confirmadas no espectro de gCOSY 45°, todavia foram observados
apenas os acoplamentos a uma ligacdo dos H’'s em 1,87-189 ppm e 2,10-2,13 ppm

com o carbono em 43,4 ppm no espectro de gHSQC.
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sC 3'H
180,3 ppm 4,47 ppm;
O OH 0O OH 8 C
5 °C 70,3 ppm
8 °c 177,7 ppm

176,9 ppm

HO OH
H, 76,8 ppm H') 5 H Hl O
2,76 ppm é'H
2,86 ppm
8'H Hy,H1=280ppm &™C46,5ppm
8'H HyH';=294ppm & *°C 46,5 ppm
Acido Citrico Acido Malico

3'H 0
1,87-1?39 ppm;
6 °C

434ppm  HO,,

8 'H
2,10-2,1133ppm; H
8 %c

43,4 ppm
HO

WY

3'H H =
4,04-4,06 ppm QOH

Acido Quinico

Os aminoacidos valina, treonina e alanina apresentaram sinais
caracteristicos no espectro de RMN de 'H, os grupos CH; presentes nesses
metabadlitos com multiplicidade de um dupleto em 0,98 e 1,03 ppm (valina), 1,32 ppm
(treonina) e 1,48 ppm (alanina) acoplando com um grupo CH em 3,59; 3,57 e 3,84
ppm, respectivamente, porém foi possivel observar esses acoplamentos apenas
para a alanina no espectro de gCOSY 45°. Foram observados os acoplamentos dos
hidrogénios em 0,98 e 1,03 ppm da valina a uma ligacdo com os carbonos em 19,7 e
20,8 ppm no espectro de gHSQC e a duas ligacées com o carbono em 32,0 ppm no
espectro de gHMBC. Da mesma maneira, foi observado o acoplamento a uma
ligacdo do hidrogénio em 1,32 ppm da treonina com o carbono em 22,3 ppm e a
duas ligagcbes com o carbono em 68,7 ppm. Assim, o hidrogénio em 1,48 ppm da
alanina acopla a uma ligagdo com o carbono em 18,3 ppm e com os carbonos a
longa distancia em 53,1 e 177,7 ppm.
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3'H
1,%31§J£m;
20,8 ppm
CH, o) OH 0
8°C . H
o H
32,0 ppm 1'321Epm;
OH 3°C H.C OH
N H3C 223ppm S~ 8°C
09% H . H 68,7 ppm
pedidh NH, NH,
19,7 ppm
Valina Treonina
3'H
1,4281§J£m;
18,9 ppm

Alanina

Os principais carboidratos encontrados no suco de laranja sao:
sacarose, frutose, a- glicose e a (B-glicose. A sacarose é um dissacarideo formado
por uma molécula de glicose e uma molécula de frutose, enquanto que a frutose, a-
glicose e a [B-glicose sdo monossacarideos. Esses carboidratos sao facilmente
encontrados em suco de frutas e como caracteristicas principais apresentam
sabores adocicados. A sacarose apresenta um sinal caracteristico no espectro de
RMN de *H, um dupleto em 5,40 ppm, é o sinal correspondente ao hidrogénio ligado
ao carbono anomérico da ligagdo entre a molécula de glicose e frutose. Igualmente,
a a- glicose e a B-glicose apresentam hidrogénios anoméricos, com multiplicidades
de dupletos, em 5,23 e 4,63 ppm no espectro de RMN de *H, respectivamente. A
frutose foi caracterizada através dos sinais em 4,10 e 3,97-4,00 ppm, o acoplamento
desses hidrogénios a uma ligacdo com os carbonos, em 72,2 e 78,0 ppm, no
espectro de gHSQC foram observadas. Assim, no espectro de gHMBC o hidrogénio
em 4,10 ppm mostrou acoplamento com os carbonos a longa distancia em 65,5;
76,8; 83,1 e 107,2 ppm. Do mesmo modo, foram observados varios acoplamentos
no espectro de gCOSY 45° gHSQC e gHMBC para os carboidratos sacarose, a-

glicose e a B-glicose. Estas informacdes estdo resumidas na Tabela 4.1.1.
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OH
5'H
HO 523Epm
8°C
5 5C oH 95,0 ppm
7s6ppm H o 5y~ OH

3,52-3,1‘335 ppm;
8°C

B- glicose
CH,OH
OH o OH
8
8°C
84,3 ppm H OH /| 106.2 ppm
106,2 ppm H
73,9 ppm CH-OH 5 'H CH,OH _
PP 8 'H 52 3,97-4,00 ppm; 8 °C
4,20 ppm; 8 °C 5 1SC H N 65,3 ppm
3% OH H 64,0ppm 72,2 ppm OH 6'H
79,4 ppm o H ' $ 8¢ 4,1018pm;
4,04 ppm; 77,2 ppm 8 °C
s B3¢ 78,0 ppm
Sacarose 77,2 ppm Frutose

Os metabdlitos histidina (8,63-8,66 ppm), 5-hidroximetilfurfural (7,52-
7,56 ppm) e florina (6,21-6,15 ppm) ndo foram detectados nos espectros bi-

dimensionais e portanto caracterizacdo desses compostos foram realizadas

baseando-se apenas nos dados da literatura®>*>2,
o)
N o)
~I
8'H / NH
8,63-8,66
ppm N 2 o
H 7,52-7,56 ppm
Histidina 5-Hidroximetilfurfural
HO H &
6,21 ppm OH
o OH
s H 0 OH
6,15 ppm
OH
HO H
6'H
6.21 ppm Florina

DQ - UFSCar



41
Resultados e Discussoes

As correlagbes homonucleares 'H-'H para os metabolitos arginina,
acido y-aminobutirico (GABA), prolina e dimetilprolina (DMP) sdo apresentadas na
Figura 4.1.3. O acoplamento do sinal da arginina em 1,60-1,78 ppm com um
carbono a uma ligacdo em 26,9 ppm foi observada no experimento de gHSQC e, no
espectro de gHMBC foi observado o acoplamento a longa distancia dos H’s, 3,24-
3,28 e 3,78-3,80 ppm, com os carbonos em 26,9 e 30,6 ppm, respectivamente. Para
o composto DMP foram observados os acoplamentos dos grupos CH3; em 3,09 e
3,29 ppm, com multiplicidade de singleto largo para ambos, diretamente ligados com
os carbonos em 48,8 e 54,9 ppm e a longa distancia com os carbonos em 48,8; 54,9
e 70,3 ppm no espectro de gHMBC. Para o aminoacido prolina, foram observados as
correlacdes a longa distancia do sinal dos hidrogénios em 2,02-2,05 e 2,32-2,34 ppm
com os carbonos em 26,8 e 177,8 ppm. O metabdlito GABA apresentou correlacdes,
dos H's em 1,93-1,95 e 2,46-2,51 ppm, diretas com os carbonos em 25,3 e 33,9 ppm

e a longa distancia com os carbonos em 25,3; 33,9; 41,7 e 180,2 ppm.

8 H o 3'H
NH 3,24-3,28 ppm; ) 1,93-1,95 ppm;
s5c " 8%c soe T Q 13
43.5ppm 30,6 ppm 25,3 ppm 87°C
HZN 180,2 ppm
H,N NH OH - ~,, oH
: 8°C
LOOLIBPPMHN - H 5oy 41,7 ppm  2,46:2,51 ppm;
3,78-380 ppm 8 °C
26,9 ppm ' 33,9 ppm
Arginina GABA
5 H
3,09 ppm;
5 1':3)2 §H
48,9 ppm 3,29 ppm;
ppH3C CHS i) 13C
5 3%C \ +/ 54,9 ppm H
70,3 ppm N N
O @]
& lBC 5 13C
26,8 ppm 177,0 ppm
OH H OH
s'H H 5 'H
2,32-2,34 ppm  2,02-2,05 ppm
Dimetilprolina Prolina
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4.2. Andalise multivariada dos dados

4.2.1. Distingéo entre suco de laranja comercial e  natural

As amostras de suco de laranja foram divididas em dois grupos: suco
comercial e natural. Com o intuito de verificar uma possivel distincdo entre esses
grupos fez-se o uso da analise exploratéria dos dados utilizando PCA. Essa analise
permite a visualizagdo de grupos formados por amostras que apresentam as
mesmas caracteristicas, ou seja, 0os grupos sado formados por amostras com o
mesmo perfil metabdlico. Para obter a distincdo entre os grupos de suco de laranja
comercial e natural por PCA foram testados dois métodos: o primeiro foi utilizar
todas as variaveis contidas na matriz de dados (A) e o segundo foi selecionar
manualmente as variaveis contidas na matriz de dados (B).

No método A, a matriz de dados gerada possui 136 amostras (linhas)
por 20767 variaveis (colunas), ap0s a exclusdo das variaveis referentes ao sinal
residual da agua, do TMSP-d, e os ruidos presentes nas laterais dos espectros. A
Figura 4.2.1.1. mostra o grafico de linhas para todas as variaveis apés as exclusdes
e pré-processamento das variaveis (correcdo da linha de base e dados centrados na

meédia).
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Figura 4.2.1.1. Gréfico de linhas dos dados de RMN de 'H para os grupos de suco
de laranja comercial e natural, analisados pelo método A por PCA.
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A Figura 4.2.1.2. apresenta o grafico de escores das amostras dos
grupos de suco de laranja comercial e natural, analisados pelo método A. Conforme
pode ser observado existe uma forte tendéncia entre as amostras dos grupos de
suco de laranja comercial e natural em se agruparem. Dentro do grupo de suco de
laranja natural € possivel observar uma tendéncia de separacdo entre os cinco (5)
tipos de sucos estudados, ocorrendo apenas a sobreposicao entre as variedades de
suco de laranja murcote e Bahia. No suco de laranja comercial também ocorre essa
tendéncia de separacdo entre 0s sucos comerciais estudados, onde o0 suco
comercial 01 apresenta-se separado dos demais, enquanto que o suco comercial 02
e 03 apresentam-se sobrepostos. A soma dos valores obtidos para as trés primeiras
componentes principais [PC1 (54%), PC2 (28%) e PC3 (9%)] apresentou explicacéo
de 91% do total da variancia do banco de dados. A componente principal dois (PC2)
foi responsavel por essa separagdo, sendo que os valores positivos de PC2 atuaram
com maior influéncia no grupo de suco comercial e os valores negativos atuaram

com maior influéncia no grupo de suco natural.

8,00E+11 Graficode escores
® Suco comercial

Suco |Comercial

6,00E+11 1 & 5ico natural

Laranja
Lima

4,00E+11

2,00E+11

0,00E+00

3\: Laranja _
— -2,00E+11 - Lima da Pérsia Suco Comercial
m 02 e 03
]
B _4,00E+11

-6,00E+11 - ;

Laranja
-8,00E+11 - Murcote e Bahia *
-1,00E+12 - Laranjg
Pera Rio
q0EFR2 —— 77—
-4,00E+1 -3,00E+1 -2,00E+12 -1,00E+12 0,00E+00 1,00E+12 2,00E+12

PC2(28%)

Figura 4.2.1.2. Gréfico de escores PC2 (28%) versus PC3 (9%) das amostras de

suco de laranja do grupo comercial e natural, analisados pelo método A.

O grafico de pesos das amostras de suco de laranja comercial e natural
€ mostrado na Figura 4.2.1.3. A figura apresenta os valores para as componentes
principais dois (02) e trés (03) e as variaveis destacadas em cinza representam 0s

principais metabdlitos responsaveis pela separacao.
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Gréafico de pesos
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Figura 4.2.1.3. Gréafico de pesos das componentes principais dois (02) e trés (03)
das amostras de suco de laranja comercial e natural destacando-se as variaveis de
maior importancia na separacao do método A.
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De acordo com Figura 4.2.1.3. os metabdlitos que mais favoreceram
para a discriminacao obtida foram os sinais referentes a sacarose (5,40 e 4,20 ppm),
a-glicose (5,23 ppm), B-glicose (4,63 ppm), frutose (3,97 ppm), acido citrico (2,94 e
2,80 ppm) e o etanol (1,17 ppm). A discriminacdo das amostras dos grupos de suco
de laranja comercial e natural pelo método A foram explicadas basicamente pelos
metabdlitos majoritarios presentes no suco de laranja.

Com a finalidade de se verificar a influéncia dos metabdlitos
minoritarios presente no suco de laranja foi utilizado o método B. Para esse método,
uma nova matriz de dados passou a ser constituida por 136 amostras (linhas) por
16437 variaveis (colunas), ap6s a excluséo das variaveis referentes ao sinal residual
da agua, do TMSP-d,4, dos ruidos presentes nas laterais dos espectros e 0s sinais
referentes aos acucares (sacarose, a-glicose, B-glicose, frutose) e etanol. A Figura
4.2.1.4. mostra o gréfico de linhas para todas as variaveis apos as exclusdes e pré-
processamento das variaveis (correcdo da linha de base e dados autoescalados).
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Figura 4.2.1.4. Gréfico de linhas dos dados de RMN de 'H para os grupos de suco

de laranja comercial e natural, analisados pelo método B por PCA.
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A Figura 4.2.1.5. apresenta o grafico de escores das amostras dos
grupos de suco de laranja comercial e natural, analisados pelo método B. A soma
dos valores obtidos para as trés primeiras componentes principais [PC1 (55%), PC2
(12%) e PC3 (9%)] apresentou uma explicacdo de 76% do total da variancia do
banco de dados. Conforme pode ser observado existe tendéncia de agrupamento
entre as amostras dos grupos de suco de laranja comercial e natural. Apesar de nao
haver uma separacao clara, as amostras do grupo de suco de laranja natural tém
tendéncia em se agruparem nos valores positivos da componente principal um (PC1)
e nos valores negativos da componente principal trés (PC3). Contudo, as amostras
do grupo de suco de laranja comercial tém tendéncia em se agruparem nos valores
positivos da componente principal trés (PC3) e nos valores negativos da
componente principal um (PC1). Dentro dessa tendéncia de separacdo dos grupos
de suco de laranja € possivel observar a separacdo no grupo de suco de laranja
comercial 02 das demais amostras de suco de laranja comercial 01 e 03 que
apresentam sobrepostas. Para as amostras de suco de laranja natural € possivel
observar uma tendéncia de separacéo entre os cinco (5) tipos de sucos estudados,
ocorrendo apenas uma pequena sobreposicdo entre as variedades de suco de
laranja Lima da Pérsia e Lima.
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Figura 4.2.1.5. Gréfico de escores PC1 (55%) versus PC3 (9%) das amostras de

suco de laranja do grupo comercial e natural, analisados pelo método B.
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O gréafico de pesos para as amostras dos grupos de suco de laranja
comercial e natural é apresentado na Figura 4.2.1.6. Nesse caso a figura apresenta
os valores para as componentes principais um (01) e trés (03) e as principais

variaveis responsaveis pela separacéo foram destacadas em cinza.
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Figura 4.2.1.6. Gréfico de pesos das componentes principais um (01) e trés (03) das
amostras de suco de laranja comercial e natural destacando-se as variaveis de

maior importancia na separacao do método B.

De acordo com a Figura 4.2.1.6. os metabdlitos que tém maior
tendéncia em separar as amostras do grupo de suco natural sdo os sinais referentes
a histidina (8,63 - 8,66 ppm), acido férmico (8,30 ppm), fenilalanina (7,41 e 7,32
ppm), tirosina (7,18 e 6,89 ppm), florina (6,21 ppm), DMP (3,29 e 3,09 ppm), acido
malico (4,47 ppm), acido acético (2,07 ppm) e arginina (1,60 — 1,78 ppm). Enquanto
que, para as amostras do grupo de suco comercial os sinais referentes ao acido
piravico (2,21 ppm) e &cido latico (1,39 ppm) sdo os que mais influenciam na
separacao do grupo.

4.2.2. Degradacéo e quantificacdo do suco de laranj a comercial e natural

Com a finalidade de verificar a influéncia da temperatura de
armazenamento no processo de degradacdo das amostras de suco de laranja
comercial e natural, uma nova andlise de PCA foi realizada separadamente para
cada grupo de suco de laranja. Deste modo, adotaram-se os métodos A e B
descritos no item 4.2.1. para verificar o processo de degradagao no suco de laranja.
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4.2.2.1 Suco de laranja comercial

A nova matriz de dados passou a ser constituida por 76 linhas (76
amostras de suco de laranja comercial) e a mesma quantidade de colunas
apresentadas pelo método A (20767 variaveis). A Figura 4.2.2.1. apresenta o
grafico de escores desta andlise e a soma dos valores obtidos para as duas
primeiras componentes principais [PC1 (79%) e PC2 (11%)] apresentaram uma
explicacédo de 80% do total da variancia do banco de dados.

Na Figura 4.2.2.1. observa-se a formacao de grupos para as amostras
de suco comercial 01, 02 e 03. Pode-se visualizar que as amostras de suco
comercial 01 estdo todas agrupadas nos valores negativos da primeira componente
principal e nos valores positivos da segunda componente principal, mostrando que
as temperaturas de armazenamento (14 °C e 24 °C) tiveram pouca influéncia no
processo de degradacdo, tanto antes quanto depois de expirar a validade do
produto, no entanto apenas as amostras C1C_15 e a amostra C1B_0 apresentaram
tendéncias de desagruparem do restante das amostras do grupo, indicando uma
possivel alteragcdo dessas amostras. De acordo com o grafico de pesos (Figura
4.2.2.2.) as variaveis referentes aos metabdlitos: sacarose, a-glicose, B-glicose,
frutose e etanol foram responsaveis pela tendéncia em separacdo das amostras
C1C_15 e C1B_0 das demais amostras do grupo. Com isso, as possiveis alteracdes
desses metabolitos podem estar associadas ao processo de degradacdo dos
carboidratos, a qual propicia a formacédo de etanol e dioxido de carbono gerado no

processo da fermentacgao alcodlica.
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Figura 4.2.2.1. Gréfico de escores PC1 (79%) versus PC2 (11%) das amostras de

suco de laranja do grupo comercial analisados pelo método A.

As amostras de suco comercial 02 foram separadas em dois grupos
bem definidos. De acordo com o gréafico de escores da Figura 4.2.2.1., as amostras
refrigeradas a 14 °C estdo todas agrupadas nos valores negativos da primeira
componente principal, indicando que as amostras nao sofreram alteracdes durante o
periodo de analise. As amostras refrigeradas a 24 °C tiveram uma separacdo em
dois grupos, sendo que os valores positivos da primeira componente principal
influenciaram as amostras analisadas a partir do terceiro dia de armazenamento, e
os valores negativos da primeira componente principal influenciaram as amostras
C2C 0, C2C_1, C2C 2 e C2C_8. Logo, a separacdo observada pode estar
associada a temperatura em que as amostras desse grupo foram armazenadas.
Desse modo, as amostras C2B_0 e C2D 0, tiveram uma forte tendéncia em se
agruparem com as amostras refrigeradas a 24 °C nos valores positivos da primeira
componente principal.

Da mesma maneira, as amostras de suco comercial 03 foram
separadas em dois grupos bem definidos. Todas as amostras refrigeradas a 24 °C e
as amostras C3A 0, C3A 5, C3A 6, C3A_7 e C3A_10 refrigeradas a 14 °C estéo
agrupadas nos valores positivo da primeira componente principal, enquanto que, 0
restante das amostras refrigeradas a 14 °C agruparam-se nos valores negativos da

primeira componente principal.
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O grafico de pesos para as amostras de suco comercial é apresentado
na Figura 4.2.2.2. Nesse caso a figura apresenta os valores para as duas primeiras
componentes principais e as variaveis destacadas em cinza foram as principais
responsaveis pela separacdo. Nota-se que para a primeira e segunda componente
principal os sinais referentes a sacarose (5,40 e 4,20 ppm), a-glicose (5,23 ppm), B-
glicose (4,63 ppm), frutose (3,97 ppm), acido citrico (2,94 e 2,80 ppm) e o etanol
(1,17 ppm) tiveram maior influéncia na separacédo dos grupos das amostras de suco
comercial 02 e 03. Os metabdlitos responsaveis pelas alteracbes observadas nas
amostras de suco comercial 02 e 03 sdo 0s mesmos metabolitos das amostras C1C
e C1B de suco comercial 01, com a excecdo do &cido citrico. Assim as alteracdes
desses metabdlitos também podem estar associadas ao processo de degradacéo
dos carboidratos propiciando o processo da fermentacao alcodlica. Além disso, as
alteracbes observadas para o acido citrico indicam que as caracteristicas
nutricionais desses sucos podem estar sendo modificadas, devido a natureza

oxidativa desse metabdlito.
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Figura 4.2.2.2. Grafico de pesos das componentes principais um (01) e dois (02)
das amostras de suco de laranja comercial destacando-se as variaveis de maior

importancia na separacdo do método A.

DQ - UFSCar



53
Resultados e Discussoes

Para avaliar a influéncia da temperatura de armazenamento sob o0s
metabdlitos minoritarios presentes nas amostras de suco de laranja comercial foi
empregada a analise pelo método B. A nova matriz de dados gerada nesta analise é
constituida pelo mesmo numero de linhas que a matriz gerada no método A (76
amostras de suco de laranja comercial), porém difere na quantidade de colunas
(16437 variaveis). A Figura 4.2.2.3. apresenta o grafico de escores desta analise e
as somas dos valores obtidos para as duas primeiras componentes principais [PC1
(68%) e PC2 (10%)] apresentaram uma explicacado de 78% do total da variancia do

banco de dados.
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Figura 4.2.2.3. Gréfico de escores PC1 (68%) versus PC2 (10%) das amostras de

suco de laranja do grupo comercial analisados pelo método B.

De acordo com a Figura 4.2.2.3. observa-se que nao houve a
formacdo de grupos para as amostras de suco comercial 01 e 02, contudo as
amostras de suco comercial 03 estéao distribuidas em trés grupos bem definidos. As
amostras de suco comercial 01, refrigeradas a 14 °C e 24 °C analisadas antes do
periodo de validade agruparam-se nos valores negativos da primeira e segunda
componente principal, porém as amostras C1C 6 e C1C_7 desse grupo e as

amostras C1B 0 e C1D_0 analisadas ap6s o prazo de validade, apresentaram
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tendéncia em se agruparem nos valores positivos da primeira e segunda
componente principal.

As amostras de suco comercial 02 tiveram uma tendéncia semelhante
de agrupamento quando comparadas as amostras de suco comercial 01. Os valores
negativos da primeira componente principal influenciaram no agrupamento de todas
as amostras refrigeradas a 14 °C e as amostras C2C_0, C2C_1, C2C 2 e C2C_8
refrigeradas a 24 °C analisadas antes do periodo de validade. Porém, o restante das
amostras refrigeradas a 24 °C e as amostras C2B_0 e C2D_0 analisadas apos o
prazo de validade tiveram uma forte tendéncia em se agruparem nos valores
positivos da primeira componente principal.

Os grupos de amostras de suco comercial 03 estdo todos agrupados
nos valores positivos da primeira componente principal, contudo as amostras
refrigeradas a 24 °C analisadas antes da validade e as amostras C3B_0 e C3D_0
analisadas apds a validade do suco de laranja, apresentaram uma forte tendéncia
em agruparem-se nos valores negativos da segunda componente principal. As
amostras refrigeradas a 14 °C analisadas antes da validade tiveram uma separacao
em dois grupos, sendo que as amostras C1A 0, C1A 5, C1A 6, C1A 7e C1A 10
tendem em separar das demais amostras do grupo (indicadas pela seta no gréfico
de escores da Figura 4.2.2.3.) ao longo do eixo positivo da primeira componente
principal.

O grafico de pesos (Figura 4.2.2.4.) apresenta as regides dos
espectros que mais contribuiram para as separagfes discutidas anteriormente. A
figura apresenta os valores para as duas primeiras componentes principais e as

variaveis destacadas pela cor cinza foram as responsaveis pelas separacoes.
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Figura 4.2.2.4. Gréfico de pesos das componentes principais um (01) e dois (02)
das amostras de suco de laranja comercial destacando-se as variaveis de maior
importancia na separacao do método B.
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De acordo com o grafico de pesos da Figura 4.2.2.4. os metabdlitos
que mais contribuiram para a separacao obtida foram a hidroximetilfurfural (7,52 —
7,56 ppm), os sinais referentes aos acidos férmico (8,30 ppm), malico (4,47 e 2,86
ppm; 2,76 ppm), citrico (2,94 e 2,80ppm), succinico (2,65 ppm), piravico (2,21 ppm),
acético (2,07 ppm), latico (1,39 ppm) e o sinal do metabdlito 28 (9,00 — 9,10 ppm)
gue nao foi identificado.

Como a finalidade de se verificar o grau de alteracdo e as
concentracfes dos constituintes quimicos oriundos da variacdo nas amostras de
sucos comerciais em diferentes condicdes de armazenamento, foi realizada uma
quantificacdo relativa para os sinais dos acidos férmico (8,30 ppm), succinico (2,65
ppm), pirdvico (2,21 ppm), acético (2,07 ppm) e latico (1,39 ppm). A escolha da
quantificacdo desses metabalitos foi fundamentada na importancia que as variaveis
deles representaram para a separac¢ao dos grupos na andlise de PCA.

A Tabela 4.2.2.1. e os gréaficos da Figura 4.2.2.5 apresentam as
quantificacdes relativa para os metabdlitos citados anteriormente. As consideracdes
feitas a seguir foram baseadas apenas nos valores médios dos metabdlitos
observados nas amostras comerciais de suco de laranja, devido a quantidade de
amostras ndao serem o suficiente para fornecer informacgdes significativas em uma
analise estatistica univariada.

De acordo com a Tabela 4.2.2.1., as amostras C1C e C2C de sucos
comerciais tiveram as quantidades dos &cidos: succinico, pirdvico e acético
aumentadas apos o periodo de quinze dias de armazenamento a 24 °C antes da
validade. Do mesmo modo, a quantidade de &cido latico presente nas amostras C2C
e C3C tiveram suas concentracées aumentadas nestes lotes.

A amostra C1A refrigerada a 14 °C analisada antes do periodo de
validade apresentou um aumento de aproximadamente quatro (4) vezes para o0
acido latico produzido ap6s quinze dias de armazenamento. Logo, as amostras C2A
e C3A deste mesmo lote, ndo apresentaram alteracfes significativas para os
metabalitos quantificados.

As amostras de suco comerciais analisadas apds o periodo de validade
apresentaram alteracdes diferentes para cada tipo de suco comercial. Foi observado
0 aumento da concentracdo do acido piravico em cinco (5) vezes e treze (13) vezes
para as amostras C1B e C1D mantidas sob refrigeracdo de 14 °C e 24°C,

respectivamente, quando comparadas com as amostras C1A e C1C. No entanto, as
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amostras C3B e C3D, apresentaram aumento das concentracdes dos acidos
férmico, succinico e pirdvico, enquanto que para a amostra C2D refrigerada a 24 °C
houve apenas um leve aumento na concentracdo de acido latico. Assim, essas
alteracdes observadas nas concentracbes dos acidos: formico, succinico, piravico,
acético e latico para as amostras de sucos comerciais 01, 02 e 03 concordam com
0s resultados obtidos na Figura 4.2.2.3.

Tabela 4.2.2.1. Quantificagéo relativa (area do metabdlito/area do TMSP-d,) dos

metabdlitos presentes nas amostras de suco de laranja comercial.

Acido Formico  Acido Succinico  Acido Piravico  Acido Acético  Acido Latico

Tempo 0 15 0 15 0 15 0 15 0 15
(dias)
C1A 0,058 0,050 0,096 0,108 0,135 ND 0,276 0209 0657 2,733
C1B 0,037 - 0,077 - 0,745 - 0206 - 0498 -
c1c 0,061 0,039 008 0351 0045 0591 0,251 0941 0,756 0,316
c1D 0,034 - 0,082 - 0,599 - 0165 - 0707 -
CoA 0,020 0,021 0,040 0,048 ND ND 0,046 0,060 0,147 0,087
CoB ND - ND - ND - 0062 - 0092 -
coc 0,011 0,014 0021 01160 ND 01113 0,030 0,654 0,033 0,085
c2D 0,007 - ND - ND - 0041 - 0072 -
C3A ND 0,004 0,015 0,011 ND ND ND ND ND ND
C3B 0,035 - 0,133 - 1,119 - ND - ND -
c3c 0,010 0,022 0,033 0055 ND ND ND ND ND 0,045
c3D 0,045 - 0,054 - 0,324 - ND - ND -

C1A, C1B, C1C e C1D: suco comercial 01; C2A, C2B, C2C e C2D: suco comercial
02; C3A, C3B, C3C e C3D: suco comercial 03.
ND: N&o detectado o sinal do metabdlito no espectro de RMN de *H.
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Figura 4.2.2.5. Graficos de quantificacdo relativa para os acidos: formico, succinico,
piravico, acético e latico para as amostras de suco de laranja comercial estudadas.
As letras nos codigos das amostras referem-se ao lote de armazenamento: A =
armazenado a 14°C e analisado antes da validade; B = armazenado a 14°C e
analisado apos da validade; C = armazenado a 24°C e analisado antes da validade;
D = armazenado a 24°C e analisado apos da validade; ND* = Nao detectado o sinal

do metabodlito no espectro de RMN de *H.
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4.2.2.2 Suco de laranja natural

A matriz de dados gerada para a analise das amostras de suco de
laranja natural passou a ser constituida por 60 linhas (60 amostras de suco de
laranja natural) e a mesma quantidade de colunas apresentadas pelo método A
(20767 variaveis). A Figura 4.2.2.5. apresenta o grafico de escores desta andlise e a
soma dos valores obtidos para as duas primeiras componentes principais [PC1
(70%) e PC2 (22%)] apresentaram uma explicacao de 92% do total da variancia do

banco de dados.
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Figura 4.2.2.6. Gréfico de escores PC1 (70%) versus PC2 (22%) das amostras de

suco de laranja do grupo natural analisadas pelo método A.

Na Figura 4.2.2.6 . observa-se a formacdo de cinco grupos (5) bem
definidos para as amostras de suco natural N1 (laranja péra Rio), N2 (laranja Bahia),
N3 (laranja murcote), N4 (laranja lima) e N5 (laranja lima da Pérsia). Pode-se
visualizar que as amostras de suco natural N1, N2 e N3 estdo separadas em trés (3)
grupos distintos nos valores positivos da primeira componente principal, enquanto
gue, nos valores negativos da primeira componente principal observa-se a formacéo
de dois (2) grupos para as amostras de suco natural N4 e N5. Esses dois grupos
apresentam-se mais sensiveis a temperatura de armazenamento que os demais, a

qual pode ser observada pela dispersdo das amostras no grafico de escores.
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De acordo como o gréafico de escores (Figura 4.2.2.6.) as amostras do
grupo N1, N2 e N3 refrigeradas a 14 °C e 24 °C analisadas durante o periodo de 24
horas apresentam-se bem reunidas em seus respectivos grupos. Desse modo, as
temperaturas de refrigeracdo tiveram pouca influéncia no processo de degradacao
desses grupos de amostras de suco natural. Contudo, as amostras de suco natural
do grupo N4 e N5 apresentaram dispersao consideravel nos valores positivos e
negativos da segunda componente principal do grafico de escores.

As amostras N4A_3, N4A_4, N4A_ 5, N4C_3, NAC 4 e N4C_ 5
analisadas 6 horas apds o tempo inicial, apresentaram uma forte tendéncia em se
agruparem nos valores positivos da segunda componente principal, enquanto que,
as amostras remanescentes do grupo N4 (laranja lima) agruparam-se nos valores
negativos da segunda componente principal. Logo, essa tendéncia de separacao
entre as amostras do grupo pode estar associada ao processo de degradacgao do
suco natural do grupo N4.

Da mesma maneira, as amostras NSA_5 e N5C_5, correspondentes ao
grupo N5 (laranja lima da Pérsia), analisadas 24 horas apés o tempo inicial
apresentaram tendéncia em agrupar nos valores positivos da segunda componente
principal, enquanto que o restante das amostras do grupo N4 permaneceram
agrupadas nos valores negativos da segunda componente principal.

O grafico de pesos (Figura 4.2.2.7.) apresenta as regides dos
espectros que mais contribuiram para as separagfes discutidas anteriormente. A
figura apresenta os valores para as duas primeiras componentes principais e as
variaveis destacadas pela cor cinza foram as responsaveis pelas separacdes. Nota-
se que para a primeira e segunda componente principal os sinais referentes a
sacarose (5,40 e 4,20 ppm), a-glicose (5,23 ppm), B-glicose (4,63 ppm), frutose (3,97
ppm), &cido citrico (2,94 e 2,80 ppm) e o etanol (1,17 ppm) tiveram maior influéncia
na separacdo dos grupos das amostras de suco natural N1, N2, N3, N4 e N5.
Através das informacdes obtidas pelo grafico de pesos da primeira componente
principal, pode-se destacar a semelhanca entre os grupos N1, N2 e N3 sendo

ocasionada basicamente pela sacarose, frutose e acido citrico.
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Figura 4.2.2.7. Grafico de pesos das componentes principais um (01) e dois (02)
das amostras de suco de laranja natural destacando-se as variaveis de maior

importancia na separacdo do método A.
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Com o intuito de avaliar possiveis alteragbes nos metabdlitos

minoritarios presentes nas amostras de suco de laranja natural foi empregado a

analise pelo método B. A nova matriz de dados gerada nesta analise é constituida

pelo mesmo numero de linhas que a matriz gerada no método A (60 amostras de

suco de laranja natural), porém difere na quantidade de colunas (16437 variaveis).

O gréfico de escores desta analise é apresentado na Figura 4.2.2.8. A

soma dos valores obtidos para as duas primeiras componentes principais [PC1

(59%) e PC2 (17%)] apresentaram uma explicacado de 76% do total da variancia do

banco de dados.
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Figura 4.2.2.8. Gréfico de escores PC1 (59%) versus PC2 (17%) das amostras de

suco de laranja do grupo natural analisadas pelo método B.
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Na Figura 4.2.2.8. observa-se novamente a formacéo de cinco grupos
entre as amostras de suco natural. Nos valores negativos da primeira componente
principal pode-se visualizar que as amostras de suco natural N1, N2 e N3 estao
separadas em trés (3) grupos distintos, enquanto que, as amostras de suco natural
N4 e N5 tiveram maior influéncia dos valores positivos da primeira componente
principal.

As amostras do grupo N1, N2 e N3 refrigeradas a 14 °C e 24 °C
analisadas durante o periodo de 24 horas apresentam-se bem reunidas em seus
respectivos grupos, apenas uma amostra refrigerada a 24 °C do grupo N2 apresenta
uma leve tendéncia em separar-se das demais amostras do grupo. Assim, as
temperaturas de refrigeracdo tiveram pouca influéncia no processo de degradacao
desses grupos de amostras de suco natural.

Na andlise das amostras do grupo N4 observa-se uma disperséo
consideravel entre as amostras refrigeradas a 14 °C e 24 °C analisadas 6 horas
apos o tempo inicial. As amostras N4A 3, N4A 4, N4A 5, NAC 3, N4C 4 e N4C 5
correspondentes a esse periodo, apresentaram-se uma forte tendéncia em se
agruparem ao longo dos eixos positivos das duas primeiras componentes principais
do grafico de escores. Da mesma maneira, as amostras N5A 5 e N5C 5,
correspondentes ao grupo N5, analisadas 24 horas apés o tempo inicial
apresentaram tendéncia em agrupar nos valores positivos da segunda componente
principal, enquanto que, o restante das amostras do grupo N4 permaneceram
agrupadas ao longo do eixo negativo da segunda componente principal. Logo, essa
tendéncia de separacdo entre as amostras dos grupos pode estar associada ao
processo de degradacao do suco natural do grupo N4 e N5.

O grafico de pesos (Figura 4.2.2.9.) apresenta as regides dos
espectros que mais contribuiram para as separagfes discutidas anteriormente. A
figura apresenta os valores para as duas primeiras componentes principais e as

variaveis destacadas pela cor cinza foram as responsaveis pelas separacoes.

DQ - UFSCar



64
Resultados e Discussoes

Grafico de Pesos

PC1
o
o
o 3
\\II‘\II\‘

&
=]
(=]
(L]
|

-0-010 |

T T
10.3668 961378 8.86075 8.10771 7.35467 6.60163 5.8486 293178 2.17874 1.42571 0.61492

Variaveis

Grafico de Pesos

0.02 —]
0.01 —
o~ b
O 7
oo ° .
-0.01 —|
-0.02 —
T T T
10.3668 961378 8.86075 8.10771 7.35467 6.60163 58486 293178 2.17874 1.42571 061492
Variaveis
Grafico de Linhas
0.20E+09 —
7| Lote A (10 °C)
]| Lote C (24 °C)
0.15E409 —|
©
e o
= |
&
5 |
= =
o
T 0.10E+09 —
]
3 i
H i
c
S i
&
E i
0.5E+08 —
0 —|

T T
10.3668 9.61378 8.86075 8.10771 7.35467 6.60163 5.8486 293178 217874 1.42571 0.61492

Deslocamento quimico

Figura 4.2.2.9. Gréfico de pesos das componentes principais um (01) e dois (02)
das amostras de suco de laranja natural destacando-se as variaveis de maior

importancia na separacao do método B.
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De acordo com o gréafico de pesos da Figura 4.2.2.9. os metabdlitos
que mais contribuiram para a separacao obtida foram a hidroximetilfurfural (7,52 —
7,56 ppm), os sinais referentes aos acidos férmico (8,30 ppm), famarico (6,71 ppm),
malico (4,47; 2,86 e 2,76 ppm), citrico (2,94 e 2,80ppm), succinico (2,65 ppm),
piravico (2,21 ppm), acético (2,07 ppm) e latico (1,39 ppm). Além disso, 0S grupos
N4 e N5 tiveram maior tendéncia em separar dos demais grupos na primeira
componente principal devido a influéncia da temperatura de armazenagem, em que
os acidos formico e fumarico foram os que mais contribuiram para esta tendéncia.

Com o mesmo proposito e consideragdes feitas para as amostras de
suco comercial, foi realizado a quantificagdo relativa para os sinais dos acidos:
férmico (8,30 ppm), fumarico (6,71 ppm), succinico (2,65 ppm), piravico (2,21 ppm),
acético (2,07 ppm) e latico (1,39 ppm) das amostras de suco laranja natural. A
Tabela 4.2.2.2. e os graficos da Figura 4.2.2.10 apresentam a quantificacéo relativa
para os metabdlitos citados anteriormente. Nota-se, que nesta tabela os metabdlitos
quantificados sdo os mesmos das amostras de suco de laranja comercial, com
excecdo do acido fumarico presente apenas nas amostras de suco natural N2
(laranja Bahia), N4 (laranja lima) e N5 (laranja lima da Pérsia).

De acordo com os valores descritos na Tabela 4.2.2.2. foi observado
apenas a presenca de acido succinico nas amostras do grupo N1 (laranja péra Rio),
enquanto que para as amostras do grupo N3 (laranja murcote) n&o foram
detectados a presenca de nenhum dos metabdlitos descritos na tabela. Dessa
maneira, o agrupamento das amostras no grafico de escores da Figura 4.2.2.8.
mostrou que as amostras ndo tiveram alteracdes durante o periodo em que foram
analisadas, independentemente da temperatura de refrigeracdo das amostras.

A amostra N2C, do grupo N2 (laranja Bahia) apresentou um leve
aumento na quantidade dos acidos férmico, famarico, succinico, piravico e acético, e
um aumento consideravel na quantidade de acido latico ap6s o periodo de
armazenamento de 24 horas sob a refrigeracdo de 24 °C. Assim, a amostra
apresentada no grafico de escores da Figura 4.2.2.8. apresentou uma leve
tendéncia em separar-se das demais amostras do grupo, essa tendéncia pode ser
explicada pela alteragé@o ocorrida nas quantidades desses metabdlitos.

Para as amostras N4C e N5C, foi observado o aumento apreciavel das
de quantidades dos acidos: férmico, succinico, piravico, acético e latico apos o

periodo de armazenamento de 24 horas sob a refrigeracdo de 24 °C. Logo, para as
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amostras N4A e N5A refrigeradas a 14 °C houve apenas o aumento da quantidade
de acido fumarico ap6s o periodo de 24 horas de armazenamento. Portanto, as
dispersdes observadas na analise de PCA (Figura 4.2.2.8.) podem ser esclarecidas
por essas alteracdes ocorridas nos metabdlitos presentes nessas amostras de suco

de laranja.

Tabela 4.2.2.2. Quantificacdo relativa (area do metabdlito/area do TMSP-d,) dos

metabdlitos presentes nas amostras de suco de laranja natural.

Acido Acido Acido Acido Acido Acido
Formico Fumaérico Succinico Piravico Acético Latico
Tempo 0 24 0 24 0 24 0 24 0 24 0 24
(horas)
N1A ND ND ND ND 0,066 0,053  ND ND ND ND ND ND
N1C ND ND ND ND 0,062 0,039 ND ND ND ND ND ND
N2A ND ND ND ND 0,093 0,124 ND 0,042 ND ND ND ND
N2C ND 0,017 ND 0,012 0,081 0,111 ND 0,037 ND ND ND 2,734
N3A ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND
N3C
NAA ND ND 0,034 0,137 0,120 0,090 ND ND ND ND ND ND
NAC ND 0,111 0,045 0025 0156 3,165 ND 0,117 ND 1,832 ND 2,023
N5A ND ND 0,012 0059 0034 0026 ND ND 0,083 0,084 ND ND
N5C ND 0,041 0,011 0011 0033 2010 ND 0,047 0079 1,719 ND 1,297

N1A e N1C: Laranja péra Rio; N2A e N2C: Laranja Bahia; N3A e N3C: Laranja
murcote; N4A e N4C: Laranja lima; N5A e N5C: Laranja lima da Pérsia.

ND: N&o detectado o sinal do metabdlito no espectro de RMN de *H.
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Figura 4.2.2.10. Graficos de quantificacédo
succinico, piravico, acético e latico para

estudadas.

As
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letras nos codigos das amostras

referem-se ao
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armazenamento: A = armazenado a 14°C e C = armazenado a 24°C; ND* = Nao

detectado o sinal do metabélito no espectro de RMN de *H.
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4.3. Calibracdo Multivariada

Com a finalidade de quantificar o conteldo de etanol presente nas
amostras de suco de laranja comercial e natural foram construidos dois modelos de
calibracdo multivariada (PCR e PLS) e um modelo de calibragdo univariada.

O sinal do etanol em 1,17 ppm no espectro de RMN de 'H ndo
apresenta sobreposicdo de nenhum outro ndcleo de hidrogénio, ou seja, nessa
regido é encontrado apenas o sinal do metabdlito a ser quantificado. Portanto, a
escolha desse sinal foi baseada nessa caracteristica apresentada, a qual evita a
quantificacdo de outros metabdlitos em conjunto do etanol.

Para a construcdo do modelo de calibracdo univariada, dez (10)
amostras de referéncias foram usadas para levantar uma curva de calibracdo para o
sinal do etanol. As amostras de referéncias foram obtidas misturando-se o conteudo
do etanol, em propor¢cbes mostradas na Tabela 4.3.1., em algumas amostras de
suco de laranja que nado apresentavam a presenca desse composto. Apos a
obtenc&o dos espectros de RMN de 'H, foram feitas as deconvolugées dos sinais em
1,17 ppm (com multiplicidade de um tripleto) para todas as amostras de referéncias.
Dessa maneira, a intensidade maxima do tripleto do etanol representa a variavel de

medida e a concentracdo de etanol (g/L) representa o parametro de referéncia.

Tabela 4.3.1. Valores médios da concentracdo de etanol e da intensidade méaxima

do sinal.

Amostra  Concentragdo de etanol (g/L) Intensidade maxima do sinal

calol 0,136 1,290 (+0,021)

cal02 0,548 3,587 (+0,037)

calo3 0,767 7,135 (+0,078)

calo4 1,096 12,858 (+0,141)
calos 2,192 18,878 (+0,228)
cal06 4,370 36,941 (0,398)
calo7 5,479 52,057 (0,482)
calos 6,867 65,028 (0,662)
calo9 8,767 91,356 (0,982)
cal10 11,000 103,096 (+1,210)
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Utilizando esses valores de concentracdes do etanol e de intensidades
méaximas construiu-se a curva de calibracdo que esta ilustrada na Figura 4.3.1 . Para
a construcao da curva de calibracdo do etanol foram usados os valores médios das
replicatas (triplicatas) para dar mais confianca durante a quantificacdo. O coeficiente
de correlacdo entre a concentracdo real e a concentracdo prevista (r?) é igual a
0,9925, esse valor indica que o modelo de quantificacdo apresenta-se em boas
condicbes para a quantificacdo do etanol. O valor consideravel para o r? encontrado
foi dado pela pequena disperséo dos valores das replicadas usadas para construcao
da curva, consequentemente, esses valores sao responsaveis pela qualidade do

modelo de calibracéo.
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Concentracdo (g/L)

Figura 4.3.1. Curva de calibracdo univariada para o etanol.

Para a construcdo dos modelos PCR e PLS foram usadas treze (13)
amostras de referéncias. Na primeira etapa da constru¢cdo do modelo de calibracéo
multivariada foram selecionadas apenas as variaveis da matriz de dados referentes
ao sinal em 1,17 ppm, desse modo o vetor inicial era representado por 20767
variaveis e ap0s selecdo passou a ser representado por apenas 128 variaveis. A
Figura 4.3.2. apresenta as variaveis selecionadas das amostras de referéncias para
a etapa de validacgéao e calibracdo dos modelos PCR e PLS para o etanol.
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Variaveis
Figura 4.3.2. Variaveis referentes ao grupo CH; do etanol, com multiplicidade de um
tripleto, usadas para a construcdo dos modelos PCR e PLS das amostras de
referéncias de suco de laranja. A seta em destaque na figura indica a amostra usada
como branco, ou seja, amostra considerada ausente de etanol, contudo esta

amostra nao foi utilizada para construcéo dos modelos de calibracéo.

Apés a selecdo das variaveis, foi realizada a etapa de calibracdo dos
modelos PCR e PLS utilizando o mesmo conjunto de amostras da validacdo. O
meétodo de validac&do cruzada foi utilizado para avaliar o desempenho dos modelos
obtidos. A Tabela 4.3.2. apresenta os valores das concentracdes de etanol (g/L)
usadas na construcéo dos modelos PCR e PLS.
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Tabela 4.3.2. Valores médios das concentracbes de etanol utilizados para a
construcdo dos modelos PCR e PLS.

Concentragéo de etanol

Amostra
(g/L)
calo1 0,136
cal02 0,548
cal03 0,767
calo4 1,096
cal0o5 2,192
cal06 3,056
cal07 4,370
calo8 5,479
cal09 5,767
call0 6,867
cal 11 8,767
cal 12 11,000
cal 13 13.000

Na Figuras 4.3.3. e 4.3.4. sdo mostrados os graficos de calibragéo e

validacéo para os modelos PCR e PLS obtidos, respectivamente.
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c
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Figura 4.3.3. Curva de regressao multivariada para o modelo PCR comparando o

valor real e o predito durante a calibracéo e a validacao.
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Figura 4.3.4. Curva de regressao multivariada para o modelo PLS comparando o
valor real e o predito durante a calibragao e a validagao.

Varios parametros sdo obtidos apds a etapa de validacdo dos modelos
de calibragdo multivariada. Porém, como foi destacado no item 3.7.2., alguns deles
sdo usados para aperfeicoar os parametros de pré-processamento e transformacéo
da primeira etapa e outros sdo adotados para julgar a qualidade do modelo criado.
Dessa forma, a Tabela 4.3.3. estdo listados os principais parametros usados para
aferir a qualidade dos modelos de calibracdo criados neste trabalho, além de

apresentar um comparativo com o valor de r? encontrado na calibragéo univariada.

Tabela 4.3.3. Parametros obtidos nas calibracées multivariadas e univariada.

Var )
Modelo ~ PC's® SEval® RMSEval’ rval® SECal' RMSECal® r°Cal” SECal/SEval

%

PCR 2 99,83 0,26 25,55 0,9983 0,21 21,00 0,9988 0,81
PLS 2 99,89 0,26 25,54 0,9983 0,21 20,76 0,9989 0,81
Calibragéo
Univariada - - - - - - - 0,992 -

@ Componentes Principais; ® Percentual de Variancia na matriz X; ¢ Erro Padrdo de Validagao; ® Erro Quadratico Médio de
Validag&o; © Coeficiente de Correlagdo entre a Concentragdo Real e a Concentragdo Prevista durante a Validag&o; " Erro
Padrdo de Calibragéo; ¢ Erro Quadratico Médio de Calibracdo; " Coeficiente de Correlagdo entre a Concentracédo Real e a
Concentracao Prevista durante a Calibracéo e ' Critério de Similaridade.
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De acordo com os valores de r? da Tabela 4.3.3. as calibracdes por
PCR e PLS apresentaram valores melhores que a calibragéo univariada. Os valores
de r? refletem até que ponto os valores das varidveis de medidas estdo relacionados
com os parametros de referéncias, dessa forma quanto mais proximo do valor um (1)
significa que a variagdo explicada responde por uma grande percentagem da
variagao total dos dados.

A escolha entre os modelos PCR e PLS foram baseadas nos
parametros apresentados na Tabela 4.3.3. A relacédo entre os valores de SECal e
SEVal acima de 0,75 indicam se o modelo estd bem ajustado ou n&o®. Dessa
maneira os modelos PCR e PLS indicaram estar bem ajustados, pois apresentaram
valores de 0,81. Assim, analisando os valores de RMSECal e RMSEVal para os dois
modelos, observa-se que o modelo PLS apresenta valores menores que o modelo
PCR, indicando que os erros quadrados médios de calibracdo e validacdo estédo
melhores ajustados para o modelo PLS. Além disso, o modelo PLS apresentou uma
explicacdo de 99,89% do total da variancia do banco de dados, enquanto que, 0
modelo PCR apresentou 99,83%. Portanto, a segunda etapa da construcdo do
modelo multivariado foi realizada apenas para o PLS, onde foram previstas as
concentracdes de etanol nas amostras de suco de laranja.

A Tabela 4.3.4. apresenta os valores das concentracdes absolutas de
etanol presente nas amostras comerciais e naturais de suco de laranja previstas
pelo modelo PLS. O modelo PLS criado consegue prever concentragdes acima de
0,136 g/L e abaixo 13,000 g/L de etanol com erros de medidas aceitaveis. Assim, as
amostras C2A, C2B no tempo inicial, C2C e C2D (suco comercial 02) e as amostras
N5A e N5C (laranja lima da Pérsia) apresentaram valores inferiores a 0,136 g/L de

etanol.
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Tabela 4.3.4. Valores absolutos para as concentragbes de etanol presentes nas

amostras comerciais e naturais de suco de laranja.

Amostras Concentracéo de etanol (g/L) Amostras Concentragéo de etanol
Comerciais Naturais (g/L)

T(ggg)o 0 15 (Th%':‘apsc)’ 0 24
C1A 3,334 (+ 0,193) 3,839 (£ 0,122) N1A 0,873 (+0,260) 0,721 (+ 0,341)
C1B 1,619 (£ 0,421) - N1C 0,856 (+0,374) 0,846 (+ 0,281)
cic 3,180 (+ 0,124) 9,575 (+ 1,332) N2A 0,578 (+0,391) 0,500 (z 0,211)
c1D 2,387 ( 0,288) - N2C 0,485 (+0,352) 0,555 (+ 0,266)
C2A - - N3A 0,204 (+0,107) 0,392 (+0,094)
C2B - - N3C 0,286 (+0,127) 0,258 ( 0,098)
c2C - 12,476 (+ 0,720) NAA 0,914 (+0,483) 2,208 ( 1,208)
c2D - - NAC 0,864 (+0,580) 3,244 (+ 0,660)
C3A 0,617 (+ 0,308) 0,324 (+ 0,098) N5SA - 0,212 (+0,102)
C3B 0,360 (+ 0,404) - N5C - 0,913 (+ 0,189)
cac 0,691 (+ 0,094) 0,736 (+ 0,104)
c3D 0,314 (+ 0,448) -

C1A, C1B, C1C e C1D: suco comercial 01; C2A, C2B, C2C e C2D: suco comercial
02; C3A, C3B, C3C e C3D: suco comercial 03; N1A e N1C: Laranja péra Rio; N2A e
N2C: Laranja Bahia; N3A e N3C: Laranja murcote; N4A e N4C: Laranja lima; N5A e

N5C: Laranja lima da Pérsia.

Analisando a tabela de quantificacdo absoluta para o etanol, observa-
se que os valores das concentragcdes encontradas para o suco comercial 01 no
tempo inicial, independentemente das condi¢cdes de refrigeracdo e validade, séo
superiores aos valores encontrados para todas as amostras comerciais e naturais de
suco de laranja analisadas. Logo, a amostra C1A mantida sob refrigeragéao de 14 °C,
antes do periodo de validade, teve pouca alteracdo do contetdo de etanol durante o
periodo analisado, enquanto que, a amostra C1C refrigerada a 24 °C, analisada
antes do periodo de validade, apresentou um aumento de trés vezes no conteudo de
etanol apds quinze dias de armazenamento. Desse modo, o conteudo de etanol

encontrado para essa amostra explica a tendéncia que ela apresenta em se separar

DQ - UFSCar



75
Resultados e Discussoes

do restante das amostras do grupo no grafico de escores da andlise por PCA
(Figura 4.2.2.1.).

Todas as amostras comerciais de suco de laranja analisadas apos o
periodo de validade, independente da temperatura de refrigeracdo, tiveram as
concentracbes de etanol reduzidas pela metade, quando comparadas com as
amostras analisadas antes do periodo de validade. Lembrando que, as amostras
analisadas apos periodo de validade descrito pelo fabricante foram mantidas
intactas e sob as condi¢cdes de armazenamento deste trabalho.

A amostra C2C (suco comercial 02) refrigerada a 24 °C, analisada
antes do periodo de validade, teve um elevado aumento da concentragédo de etanol
apos quinze dias de armazenamento. Logo, esse aumento da concentracdo de
etanol explica a separacdo dessa amostra com as demais amostras do grupo
mostrada no grafico de escores da Figura 4.2.2.1., indicando a influéncia desse
metabdlito na separagcdo das amostras. As alteracdes do conteudo de etanol para as
amostras de suco de laranja comercial podem ser visualizadas melhor no grafico da
Figura 4.3.5.

Suco Comercial

“ Concentracéo de Etanol

12
®Tempo Incial (0 dia)

10 ®Tempo Final (15 dias)

.

ClA CiB ClC CiD C2A C2B C2C C2D C3A (C3B C3C C3D

Concentragéo de Etanol (g/L)

Figura 4.3.5. Gréfico de quantificacdo do etanol para as amostras de suco de laranja
comercial estudadas. As letras nos codigos das amostras referem-se ao lote de
armazenamento: A = armazenado a 14°C e analisado antes da validade; B =
armazenado a 14°C e analisado apos da validade; C = armazenado a 24°C e
analisado antes da validade; D = armazenado a 24°C e analisado apos da validade;

ND* = Ndo detectado o sinal do metabdlito no espectro de RMN de *H.
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Para as amostras naturais de suco de laranja N1 (laranja péra Rio), N2
(laranja Bahia) e N3 (laranja murcote), refrigeradas a 14 °C e 24 °C e analisadas
durante o periodo de 24 horas observou-se que os valores encontrados para as
concentracbes de etanol nessas amostras ndo tiveram alteracdes significativas
durante o periodo de armazenamento dos sucos, justificando o agrupamento dessas
amostras na analise de PCA (Figura 4.2.2.5). Todavia, as amostras de suco de
laranja N4 (laranja lima) e N5 (laranja lima da Pérsia) tiveram as concentracfes de
etanol significativamente aumentadas durante o periodo de 24 horas de
armazenamento sob a influéncia das temperaturas de refrigeracéo de 14 °C e 24°C.
Da mesma maneira que no suco comercial, as alteracdes do conteudo de etanol
para as amostras de suco de laranja natural podem ser visualizadas melhor no
grafico da Figura 4.3.6.

Suco Natural

%9 Concentracéo de Etanol

B Tempo Inicial (0 horas)
B Tempo Final (24 horas)

2,5

15

Concentracéo de Etanol (g/L)

0,5

N1A N1C N2A N2C N3A N3C N4A N4C N5SA N5C

Figura 4.3.6. Grafico de quantificacdo do etanol para as amostras de suco de laranja
natural estudadas. As letras nos cédigos das amostras referem-se ao lote de
armazenamento: A = armazenado a 14°C e C = armazenado a 24°C; ND* = Nao

detectado o sinal do metabélito no espectro de RMN de *H.
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5. CONCLUSOES

As conclusfes a respeito desse trabalho sdo as seguintes:

1) A ressonancia magnética nuclear (RMN de 'H e bidimensionais) mostrou-se
como uma importante ferramenta na caracterizacdo e quantificacdo relativa dos
metabalitos presentes nas amostras de suco de laranjas estudadas. Os espectros de
RMN de H combinados com andlise multivariada dos dados mostraram-se
promissores na deteccdo de indicadores de degradacédo nos sucos comerciais (em
trés (3) fabricantes diferentes) e nas cinco (5) variedades de sucos naturais das
laranjas péra Rio e Bahia (C. sinensis (L.) Osbeck spp.), murcote (Citrus grandis (L.)
Osbeck), lima (C. aurantifolia) e lima da Pérsia (C. limettiodes).

2) Os dados fornecidos pelos espectros de RMN de 'H aliados a andlise
multivariada se mostraram muito adequados para diferenciar amostras comerciais
das amostras naturais de sucos de laranjas através dos constituintes quimicos
majoritarios (sacarose, a-glicose, B-glicose, frutose, acido citrico e etanol) e
minoritarios (histidina, acido formico, fenilalanina, tirosina, florina, DMP, acido malico,
acido acético, arginina, acido pirtvico e acido malico), utilizando o método A (dados
centrados na média) e o método B (dados autoescalados), respectivamente, por
analise de componentes principais (PCA).

3) As amostras de sucos naturais da laranja lima e lima da Pérsia foram as que
mais sofreram alteracdes durante o periodo de 24 horas sob as temperaturas de 14
°C e 24 °C, onde os acidos: formico, fumarico, succinico, piravico, acético e latico
tiveram suas concentracfes alteradas. As amostras de sucos de laranjas comerciais
01, 02 e 03 também apresentaram alteracbes durante o periodo em que foram
analisadas sob as temperaturas de 14 °C e 24 °C, tanto antes quanto apés a
validade, porém o suco comercial 01 foi o que mais apresentou alteracbes como, por
exemplo, o aumento da concentracdo de acido piravico em cinco (5) vezes e treze
(13) vezes, nas amostras mantidas sob refrigeracdo de 14 °C e 24°C,
respectivamente, analisadas ap6s a validade do produto. Portanto, o uso da
quantificacdo relativa aliada a andlise multivariada dos dados apresentou-se com
grande potencial para avaliar o processo de degradacdo em amostras de sucos de
laranjas tanto comerciais quanto naturais.

4) Os dados fornecidos pelos espectros RMN de 'H aliados ao modelo de
calibracdo multivariada PLS possibilitou quantificar o conteido de etanol (intervalo

de 0,136 g/L - 13,000 g/L) presente nas amostras de sucos de laranjas comerciais e
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naturais. O suco de laranja comercial 01 apresentou conteldo de aproximadamente
guatro (4) vezes maior que 0os demais sucos estudados, enquanto que, 0 suco de
laranja comercial 02 e da laranja lima da Pérsia foram 0s que apresentaram
menores quantidades no conteddo de etanol. Com isso, o0 modelo de calibracao
multivariada PLS aplicado apresentou como vantagem a determinacdo direta,
simultdnea e réapida do conteddo de etanol em amostras de sucos de laranjas

comerciais e naturais.
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