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Resumo

Objetivo: Avaliar o uso de métodos nao invasivos e nao destrutivos por
ressonancia magnética nuclear de baixo campo (RMN-DT) e espectroscopia
de infravermelho préximo e médio (NIR) e (MIR) associado a analise
multivariada para determinacdo de parametros relacionados a qualidade de
laranjas e suco. Métodos: Os modelos de validagao interna e externa foram
construidos com laranjas do cultivar “Valéncia” colhidas no ano de 2015 e
2016 em duas floradas distintas, quatro estadios de maturagédo e em quatro
colheitas distintas. Foram realizadas analises ndo destrutivas de RMN, NIR e
MIR seguidas das medidas destrutivas de textura, espessura da casca e
pectina total para construgdo de modelos de predi¢cdo utilizando a laranja
intacta. Para predicdo da massa da fruta, massa da casca, massa de suco
foi utilizada a medida de RMN-DT da fruta intacta e para predicdo da
viscosidade, sodlidos soluveis, pH do suco foi utilizada a medida por RMN-DT
e NIR do suco extraido de cada laranja. Em um ultimo estudo utilizaram-se
as medidas de RMN-DT e MIR do suco para quantificacdo de pectina soluvel
em agua. Os resultados foram submetidos a analise de componentes
principais (PCA) para melhor visualizagdo das caracteristicas de cada
colheita e florada e os modelos foram desenvolvidos utilizando a regresséo
por minimos quadrados parciais (PLS). Foi avaliado o desempenho dos
modelos com base nos valores do erro padrdao da predicdo (SEP) e
coeficiente de Pearson da predicao (r). Resultados: Os modelos de PLS
desenvolvidos por RMN-DT validados para predicdo foram: espessura da
casca r=0.72 SEP=0.49cm; pectina total r=0.76 SEP=5.76; massa da fruta
r=0.96 SEP=13.84g; massa da casca r=0.96 SEP=7.25g; massa do suco
r=0.92 SEP=9.75¢g e pH r=0.83 SEP=0.14. Para analise de PLS utilizando os
espectros de NIR validou-se os seguintes parametros: textura r=0.92
SEP=6.22N; pectina total r=0.7 SEP=5.04 e para medida do suco o modelo
para solidos soluveis foi validado com r=0.91 SEP=0.31. O modelo de PLS
para textura foi validado com r=0.84 e SEP=9.05N utilizando as medidas de
MIR. As predicbes por PLSR de pectina soluvel em suco de laranja
utilizando RMN-DT e MIR obtiveram logo na etapa de calibragdo baixos
coeficientes de correlacdo de Pearson, (r=0.48 e 0.51) e elevado SEC de
7.63mg/L e 7.49mg/L, respectivamente. Desta forma, ndo pode ser feitas
validacao externa dos dados. Por outro lado, as diferentes concentracoes de
pectina citrica comercial isolada medidas pelos mesmo métodos de RMN-DT
e MIR, apresentaram espectros bastante distintos, permitindo distinguir as
amostras analisadas. As solugdes de pectina citrica isolada medidas por
MIR apresentaram alta correlagéo (r=0.97 e 0.98) entre os espectros e as
absorbancias dos grupos funcionais acido carboxilico e carbonila,
respectivamente. Ainda, conforme a redugédo da concentragdo de pectina
citrica isolada foram observados decaimentos de RMN-DT mais longos e
vice-versa. Conclusao: As metodologias nédo destrutivas utilizadas no
estudo apresentaram grande potencial na avaliagcdo de parametros de
qualidade tanto em frutas intactas quanto no suco, necessitando assim de
maiores estudos para viabilizagdo em grande escala destas novas
tecnologias.



Palavras-chave: Analise ndo destrutiva. Qualidade. Laranja. Suco. Analise
multivariada.



Abstract

Objective: Evaluate the use of non invasive and non destructive methods of
nuclear magnetic resonance downfield (RMN-DT) spectroscopy and near
and mid-infrared (NIR) and (MIR) associated with multivariate analysis for the
determination of parameters related to the quality of oranges and juice.
Methods: The internal and external validation of models were built with
oranges cultivar "Valencia" harvested in 2015 and 2016 in two separate
flowerings four maturity stages and four different crops. non-destructive NMR
analyzes were performed, followed NIR and MIR destructive measurements
of texture, peel thickness and total pectin to build prediction models using the
orange intact. For fruit mass of the prediction weight of the peel, juice mass is
used to measure NMR DT intact fruit and prediction of viscosity, soluble
solids, pH of the juice was used to measure NMR DT and NIR extracted juice
each orange. In the latest study we used the juice measurements of NMR
and MIR-DT for quantification of water-soluble pectin. The results were
submitted to principal component analysis (PCA) to better display the
characteristics of each harvest and flowering and models were developed
using regression by partial least squares (PLS). It evaluated the performance
of the models based on the values of the standard prediction error (SEP) and
Pearson prediction coefficient (r). Results: The models validated for
predicting developed by NMR-PLS were: peel thickness r = 0.72 SEP =
0.49cm; total pectin r = 0.76 SEP = 5.76; fruit mass r = 0.96 SEP = 13.84g;
peel mass r = 0.96 SEP = 7.25¢; juice mass r = 0.92 SEP =9.75gand pHr =
0.83 SEP = 0.14. The results of validated NIR-PLS models were: texture r =
0.92 SEP = 6.22N; total pectin r = 0.7 SEP = 5.04 and to model the juice to
measure soluble solids has been validated with r = 0.91 SEP = 0.31. The
model MIR-PLS for texture was validated with r = 0.84 and SEP = 9.05N.
Predictions by PLSR of pectin soluble orange juice using NMR-DT and MIR
obtained soon the calibration stage low Pearson correlation coefficient (r =
0.48 and 0.51) and high SEC of 7.63mg/L and 7.49mg/L, respectively .Thus,
it cannot be done outside validation. In the other hand, different
concentrations of commercial isolated citrus pectin measured by the same
methods DT-NMR and MIR spectra showed very different allowing to
distinguish the samples. The citrus pectin solutions isolated measures by
MIR showed high correlation (r = 0.97 and 0.98) between the spectra and the
absorbance of the functional groups carboxylic acid and carbonyl,
respectively. Furthermore, as the reduction of the concentration of citrus
pectin alone were observed NMR DT decays longer and vice versa.
Conclusion: The non-destructive methods used in the study showed great
potential in the evaluation of quality parameters both in intact fruit as in juice,
thus requiring more studies to feasibility on a large scale of these new
technologies.

Key-words: Nondestructive analysis. Quality. Orange. Juice. Multivariate
analysis.
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Introducao
A economia brasileira atualmente apresenta como um de seus

principais segmentos a agroindustria, com importancia tanto no
abastecimento interno quanto no desempenho exportador. A agropecuaria
obteve um aumento de 23% em sua participagdo no Produto Interno Bruto
no ano de 2015 (PIB) (1). Este crescimento deste setor deve-se
principalmente ao desempenho da agricultura (1).

O Brasil esta entre os lideres de produgao de frutas do mundo, sendo
superado apenas por China e india (2). Na produgéo de laranjas & o principal
produtor com 17,5 milhdes de toneladas em 2013 que respondeu por 42,0%
das colheitas totais da fruticultura (1).

Do ponto de vista do mercado, o cenario atual demonstra uma
perspectiva animadora de crescimento da demanda por frutas nos mercados
interno e externo. Segundo a Organizacdo das Nacgbes Unidas para
Agricultura e Alimentacao (2), estima-seque tanto o consumo mundial per
capita de frutas quanto o consumo brasileiro continuara crescendo nos
proximos anos a taxas superiores a da economia mundial e doméstica.

Tendo em vista a competitividade do mercado internacional, a
qualidade da fruta € um dos principais fatores que determinam o seu valor
de comercializagdo. Neste contexto matérias peécticas s&o importantes
atributos para qualidade da de frutas, pois estao relacionadas a firmeza e
rendimento do suco, além de possuirem alto valor comercial ao serem
vendidas como subprodutos, pois apresentam diversas aplicagdes na

industria de alimentos. Em suco de frutas citricas as pectinas séao
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importantes atributos para a industria processadora pois conferem
estabilidade ao suco (3).

A pectina é um homo polissacarideo constituinte da lamela média das
paredes celulares de plantas dicotileddoneas, responsavel pela resisténcia
mecanica da parede celular. Também encontra-se nas paredes celulares
primarias, por isso constitui parte substancial das matérias estruturais dos
tecidos brancos, como por exemplo, o parénquima das frutas e raizes
carnosas (4).

Abrange o grupo das pectinas, a protopectina, os acidos pécticos e os
acidos pectinicos (5). Sendo a protopectina insoluvel em agua e presente
nos vegetais e frutas verdes, conferindo a mesma textura compacta. Em
presenca de acidos diluidos, a protopectina pode ser hidrolizada e liberar
pectina (4,6). Os acidos pectinicos sao substancias coloidais, constituidas
por acidos poligalacturénico parcialmente metoxilados ou ndo e néo
necessariamente soluveis em agua. Enquanto que os &acidos
poligalacturénicos sado cadeias de &acidos D-galacturénicos, livres de
metoxilas, formado em agua solu¢des coloidais (7).

As moléculas de pectina sdo constituidas de uma cadeia principal
linear com cerca de 150-500 unidades de acido galacturdnico (peso
molecular 30.000 —100.000 daltons) parcialmente esterificados com grupos
metoxilicos, unidos por ligagdes glicosidicas a- 1,4. Também podem estar
presentes na molécula de pectina alguns agucares neutros como galactose,
glicose, ramnose, arabinose e xilose, inseridos na cadeia principal ou ligados

como cadeias laterais (7).
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Devido a presenga de grupos polares, a pectina possui carater
hidrofilico, produzindo assim uma solugdo viscosa, o que caracteriza a
pectina em um coloide por exceléncia (5). Em funcdo dessa capacidade
coloidal, a pectina na industria de alimentos € amplamente utilizada no
preparo de geleias, doces de frutas, produtos de confeitaria e sucos de
frutas, entre outros (5).

Algumas alteragdes bioquimicas e quimicas ocorridas na molécula de
pectina resultam em alteragdes na textura da polpa do fruto (8). E também
encontram-se relacionadas a outros parametros de qualidade em frutas
citricas e no suco, como o peso da fruta, rendimento, viscosidade, e SST do
suco.

A taxa de perda de turbidez € um importante para determinacao da
estabilidade de emulsdes, como por exemplo, no suco de laranja. De forma
geral, quanto mais baixa a taxa de perda de turbidez, maior é a capacidade
da emulsdo em manter sua estabilidade e nebulosidade (9). O efeito de
diferentes concentracbes de hidrocoloides como a pectina sobre a
estabilidade fisica, taxa de perda de turbidez, nebulosidade em bebidas a
base de laranja indicando a importancia da pectina como um parametro de
qualidade (10).

Portanto, durante o processamento do suco de laranja processos de
inativacdo de enzimas que degradam pectina bem como, homogeneizagao e
centrifugagcéo do suco tem a finalidade de evitar a degradacéo da pectina, e

evitar a perda de nebulosidade no produto final (11).
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A determinacao de propriedades de qualidade de laranjas e suco sao
realizadas atualmente por meio de métodos fisico-quimicos que sé&o
destrutivos e permitem somente a analise de um numero representativo de
frutos e quantidade de suco. Neste contexto, métodos n&o destrutivos
apresentam uma alternativa para controle de qualidade.

Métodos nao invasivos, que n&o exijam previa preparagao da amostra
apresentam uma eficiente alternativa para controle de qualidade de
alimentos. Como exemplo a ressonancia magnética nuclear de baixo campo
(RMN-DT) é capaz identificar danos internos nos frutos com base em
mudancgas nos valores do tempo de relaxacdo T, (12). Outra metodologia
nao invasiva que vem sendo aplicada € espectroscopia de infravermelho e
Raman com transformada de Fourier para analise de pectinas (13).

A RMN é observada quando certos nucleos atdmicos que possuem
momento angular ou spin (L) e momento magnético y, sdo submetidos a um
campo magnético estatico, denominado By e a um campo magnético
oscilante, denominado de B4 (14). O By faz com que p precessione com uma
frequéncia angular denominada frequéncia de Larmor (15).

Para a obtencido do sinal de RMN, o campo B4, na frequéncia de
Larmor faz com quem magnetizagao se desloque por angulo proporcional a
duracao do pulso e a intensidade do campo B+ (15).

Apods o pulso, a magnetizagdo volta a precessionar em torno de By e
induz o sinal de RMN na bobina da sonda, denominado de decaimento livre
da indugao, FID (16). Apdés o pulso, o FID passa por dois processos de

relaxagao distintos: a relaxagao longitudinal (T4), que estad envolvida no
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retorno da magnetizagdo ao equilibrio térmico; e a relaxagao transversal
(T2), que esta relacionada com o desaparecimento do sinal (17).

O mecanismo de relaxagao longitudinal, spin-rede ou T4, esta
relacionado ao retorno da magnetizagao ao estado de equilibrio térmico.

O tempo de relaxacéao transversal, spin-spin ou T, esta relacionado a
perda de coeréncia da magnetizagao apdés o pulso (16). Essa perda de
coeréncia é atribuida as interagdes diretas entre os momentos magnéticos
individuais dos spins em uma amostra. Ela € maior em moléculas com alta
mobilidade e decresce com a redug¢ao da mobilidade molecular. A sequéncia
usada para medir T,, desenvolvida por Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)

consiste de um trem de pulsos de 180° separados por um tempo 2 T,
precedido de um pulso de 90° inicial separado por T (18). O T, é utilizado

para medida da qualidade de alimentos por RMN de baixo campo.

A espectroscopia na regiao do infravermelho é baseada no estudo da
interacao da radiagcao eletromagnética com a matéria. Nesta espectroscopia
determina se os niveis de energia entre transicdes de espécies atbmicas e
moleculares em nivel vibracional e rotacional. Segundo Perkin (2007), no
caso da espectroscopia na regidao do infravermelho a interagao se da por
meio dos movimentos relativos dos atomos numa molécula, ou seja, de suas
vibragdes e rotagdes.

O espectro do infravermelho € dividido em radiagao no infravermelho
proximo (NIR), médio (MIR), e distante (FAR), sendo a maioria das

aplicacoes relacionadas a identificacdo de compostos organicos, pois nessa
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regido ocorrem essencialmente transicdes fundamentais e existe uma faixa
espectral conhecida como regiao de impressao digital (1200 a 700 cm™).

Nesta regido, as mudancgas significativas na distribuicdo das bandas
de absorgédo sao consequéncias de pequenas diferencas na estrutura e na
constituicio de uma molécula. Assim, a semelhanca estreita entre dois
espectros nesta regido, bem como nas outras, representa forte evidéncia da
identidade dos compostos que produziram o espectro. Desta forma, é
possivel analisar medidas de amostras em todos os estados e formas como
gases, liquidos, solidos, sistemas binarios e terciarios, assim como também
amostras semisélidas, pastas, géis e outras, nas regides do Infravermelho.

NIR avalia os componentes quimicos com base em sobretons
(Overtone) e na combinagdo de bandas especificas de grupos funcionais
(19). E o MIR em particular possui bandas especificas sendo bastante
sensivel a composi¢cédo quimica das amostras (20).

Entretanto, na obtencido de informagdes qualitativas e quantitativas a
partir dos complexos espectros vibracionais, por se tratarem de dados
multivariados, €& imprescindivel a utilizacdo de métodos quimiométricos,
assim como na analise de dados de RMN-DT. Estes métodos sao
desenvolvidos e disponibilizados em programas computacionais, e s&o
responsaveis pela popularizacdo do uso da espectroscopia vibracional,
juntamente com os avancgos tecnoldgicos dos instrumentos.

A quimiometria ou analise multivariada relaciona medidas

instrumentais a composi¢cdo quimica de uma substancia e assim deduz o



21

valor de uma propriedade de interesse por meio de alguma relagao
matematica.

Analises quantitativas como, por exemplo, titulagdo, precipitagdo e
reagdes especificas, sdo demoradas e muitas vezes pouco precisas, por
isso, estdo cada vez mais sendo substituidas por técnicas instrumentais,
como: Ressonancia Magnética Nuclear, Espectroscopia no Infravermelho,
Espectroscopia no visivel/ultravioleta, Espectroscopia de Massa,
Cromatografia, Analise de Injecdo em Fluxo, etc., que avaliam a velocidade
de analise com uma boa qualidade de resultados. Entretanto, nessas
técnicas instrumentais ndao séo obtidas as informacdes diretas do resultado,
mas sim uma grande quantidade de sinais (curvas, picos) que podem ser
tratados para uma possivel quantificacao das varias espécies presentes.

Para facilitar a interpretacdo de informagbes extraidas de matrizes
complexas, a quimiometria visa tratar dados de carater multivariado retirando
o maximo de informagdes. Sendo dividida em algumas areas conforme o
objetivo do estudo, como: processamento de sinais analiticos, planejamento
e otimizacdo de experimentos, calibragcdo multivariada, selecao de variaveis,
reconhecimento de padrdes e classificacdo de dados, monitoramento e
modelagem de processos multivariados, dentre outras. Onde a principal
linha de pesquisa da quimiometria aplicada a quimica analitica é percebida
na construgdo de modelos de regressdo a partir de dados de primeira
ordem, ou seja, dados que podem ser representados por meio de um vetor

para cada amostra (21).
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Em relacdo ao infravermelho préximo, a regido espectral
compreendida no intervalo de 770 a 3000 nm, as ligagdes C-H, O-H e N-H
apresentam comprimentos de onda de absorgdo caracteristicos. Assim
muitas vezes ocorre a sobreposi¢cao destas absorgdes, pois ndo serem muito
fortes (22). Como consequéncia, ha necessidade da aplicacdo de métodos
de calibragdo multivariada para as determinagcbes quantitativas. Neste
mesmo contexto, métodos como, Analise de Componentes Principais (PCA,
do inglés “Principal Component Analysis”) e Minimos Quadrados Parciais
(PLS, do inglés “Partial Least Square”), sdo ferramentas quimiométricas
bastante utilizadas, as quais visam separar as informagdes, reduzindo as
dimensodes dos dados (23).

Em relacdo ao PCA, este método explica a variagdo maxima das
variaveis estudadas com base nos componentes principais (PCs), as quais
correspondem a um conjunto de variaveis ndo corrigidas (24-26). Desta
forma, armazenando a variagdo maxima de PCs, este método também reduz
a dimensé&o dos dados originais (27,28).

Por outro lado, o PLS é o método de regressdo mais utilizado a partir
de dados de primeira ordem para a construcdo de modelos de calibragao
multivariada. Na fase de calibragcdo o PLS utiliza as informacdes espectrais e
as informacgdes das concentracbées ao mesmo tempo.

Assim como o PCR (PCR, do inglés "Principal Component
Regression") o PLS ndo necessita do conhecimento exato de todos os

componentes constituintes da amostra, permitindo realizar a previsao de
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amostras mesmo na presenca de interferentes, devendo estes estarem
também presentes por ocasiao na construgdo do modelo (29).

Desta forma o objetivo do trabalho foi utilizar as técnicas espectrais de
RMN-DT, infravermelho médio e proximo para quantificagdo de pectina total
em laranjas intactas. Assim como utilizar as mesmas metodologias n&o
destrutivas para determinagdo de parametros relacionados ao teor de
pectina total da fruta, como textura, espessura da casca, massa da fruta,
massa da casca, massa de suco, rendimento, viscosidade, sélidos soluveis e
pH. Também foram utilizadas as mesmas metodologias nao destrutivas para

predicao de pectina soluvel em suco de laranja.
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Consideragoes Finais

Os métodos analiticos avaliados por RMN-DT, NIR e MIR aliados a
quimiometria demonstraram potencial para avaliagdo de parametros de
qualidade em laranjas intactas assim como no suco de laranja.

Utilizando os sinais de RMN-DT obtidos de laranjas intactas
associados a anadlise de PLSR, foi possivel prever a espessura da casca,
pectina total, massa da fruta, massa da casca, massa de suco e pH.
Entretanto, para predigao de pectina soluvel em suco de laranja este método
nao demonstrou-se eficiente. Onde o0 mau desempenho pode ser atribuido a
baixa propor¢ao de pectina soluvel encontrada no suco de laranja ou
também a interferéncia de componentes majoritarios no suco.

A anadlise de PLSR utilizando sinais de infravermelho proximo (NIR) foi
capaz de validar parametros de qualidade como, textura, pectina total e SST.
Neste caso, o menor poder de penetragdo da luz da analise e a espessura
da casca do fruto analisado podem ter dificultado a predicdo dos demais
parametros de qualidade analisados.

Para o infravermelho médio (MIR) obteve-se a validagdo de modelos
de PLSR para textura de laranjas intactas. Entretanto, a analise de MIR
possui um poder de penetragcao da luz mais reduzido que o método de NIR,
desta forma o modelo validado para predicdo da textura apresentou o erro
mais elevado de predicdo em comparagdo aos demais métodos nao
invasivos utilizados.

Para predicao de pectina soluvel em sucos de laranja, os métodos de
RMN-DT e MIR ndo demonstraram sensibilidade suficiente para analise de
componentes minoritarios. Ainda, acredita-se que componentes majoritarios
presentes no suco de laranja, como agucares e acidos organicos, tenham
sobreposto a influéncia da pectina nas variagbes espectrais. Entretanto,os
métodos ndo destrutivos avaliados apresentaram espectros bastante
distintos nas medidas de diferentes concentracbes de pectina citrica
comercia isolada, permitindo suas distingdes. As absorbancias dos grupos
funcionais do acido carboxilico e carbonila observadas nos dados espectrais
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de MIR apresentaram alta correlagdo com a concentragdo de pectina citrica
comercial. Ainda, a reducdo da concentracdo de pectina comercial
influenciou nos tempos de relaxagado transversal, onde concentragcdes
inferiores de pectina apresentaram decaimentos de RMN-DT mais longos e
vice-versa.

Contudo,0s métodos analiticos utilizados neste estudo apresentam
grande potencial na avaliacdo de parametros de qualidade tanto em laranjas
intactas como no suco, necessitando, assim, de maiores estudos para

viabilizagdo em grande escala destas novas tecnologias.
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