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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 Nagbes 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 pécticas 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



19

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
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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



23

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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Capitulo 1.
Non-invasive spectroscopic methods to estimate orange firmness, peel
thickness and total pectin content
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ABSTRACT

Partial least square regression (PLSR) models of time-domain nuclear magnetic
resonance (TD-NMR) relaxometry as well as near- (NIR) and mid-infrared (MIR)
spectroscopic data were used to predict firmness, peel thickness, and total pectin
content of fresh Valencia oranges. Data obtained through standard destructive
methods were used to calibrate and validate the PLSR models. NIR and MIR showed
the best PLSR models for orange firmness, with Pearson correlation coefficients (r)
of 0.92 and 0.84 and squared errors of prediction (SEP) equal to 6.22 and 9.05N,
respectively. Orange peel thickness PLSR model was validated only by TD-NMR
(r=0.72; SEP=0.49mm). TD-NMR and NIR also presented potential to predict total
pectin in orange (r=0.76 and 0.70; SEP=5.76 and 5.04, respectively). Therefore, NIR
presented a higher potential to predict orange firmness than MIR and TD-NMR. On
the other hand, TD-NMR showed a higher prediction power concerning peel
thickness than NIR and MIR. Both NIR and TD-NMR methods showed similar
prediction powers for total pectin content.

Keywords: TD-NMR, NIR, MIR, orange, PLSR, quality.
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1. Introduction

Both for industry processing and for fresh market purposes, citrus fruits must
be harvested taking into account their physiological maturity, since ripening is
brought to an end when they are separated from the tree [1]. However, many physical
and chemical changes may take place throughout fruit storage, leading to decreased
fruit quality [2][3]. Fruit firmness has been used as a useful indicator of quality decay
in fruits [4—6]. Therefore, numerous studies have been performed in order to find the
postharvest effects on orange firmness [7,8]. Orange firmness is associated to its
ripening stage, total pectin content, and peel thickness. Firmness has been
determined by total pectin content, peel thickness, and compression [9], the latter
implying fruit destruction.

Pectin is a polysaccharide composed of partially methyl esterified al-4 D-
galacturonic acid and that can be found in orange peel and juice. Pectins comprising
more than 50% of methyl ester groups have been classified as high-methoxyl (HM)
pectin, where aslow-methoxyl (LM) pectin are those having less than 50% of methyl
ester groups. This classification may be used to determine pectin quality and suitable
destination. In addition, pectin content may change during ripening and storage
[10][11][12][13][14]. The standard pectin quantification method is a destructive,
laborious, and time-consuming process that generates high volumes of chemical
residues [15]. Therefore, a fast, simple, and non-invasive method to measure orange
firmness, peel thickness, and total pectin content may represent an efficient
alternative to evaluate these quality attributes.

Non-invasive methods, such as time-domain nuclear magnetic resonance (TD-
NMR) as well as near-(NIR), and mid-infrared (MIR) spectroscopies have been used
to classify and determine quality parameters in intact fresh fruits[16][17][18-24].
NIR is a simple, low-cost method with potential for fresh fruit analysis, although it
requires proper calibration and regression models. NIR has been used to quantify
pectins and their constituents in Japanese pear [25] as well as firmness in mangoes
[26]. MIR spectroscopy has been applied to determine sugar, organic acid, and
polyphenol contents in apricot and apples [27][28]. NIR radiation has penetrates
more than MIR and has been more suitable for analyses of both the bulk and intact

samples [29]. However, the evaluation of orange soluble solid content using visible-
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shortwave near infrared (VIS-SWNIR) spectroscopy has been demonstrated that
fruit peel can be a removed or use transmittance modes to obtain better results [30].
In addition, the prediction models for apple firmness based on NIR were significantly
influenced by peel [31]. However, the peel interference should be taken into account
in different ways due to the limitation related to light penetration [30]. Peel might
also be removed to improve prediction effectiveness, but this would not enable a
non-invasive approach as well. Hence, citrus peel thickness can be a challenge for
infrared spectroscopic analyses due to its composition that significantly absorbs light.
However, such absorption can be correlated with important quality attributes,
including firmness, peel thickness, and total pectin content [30]. TD-NMR
relaxometry based on 'H transverse relaxation time (T5) can be applied to sample that
have not been prepared and/or that present light diffusion hurdles, for which neither
NIR nor MIR would be suitable. Thus, TD-NMR has been demonstrated as an
interesting tool to classify oranges and plums in terms of their sensory attributes
(e.g., sweetness in fresh fruits)[16][32]. Changes in T, values could be associated
with different water compartments on injured apples, indicating the potential of this
technique for identifying internal fruit damage [33].

Given the above, the main goal of this work was to evaluate the prediction
power of TD-NMR, NIR and MIR techniques associated with multivariate analyses
to estimate, by a non-invasively fashion, orange firmness, peel thickness and total

pectin content.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Valencia oranges (450 units) were harvested at the beginning, middle and end
of the 2015 crop season at commercial farms located in Sdo Paulo state, Brazil. In

each harvest, fruits from the first and fourth flowering stages were collected.

2.2. Fruit characterization

Twenty fruits from each flowering stage and each harvest were characterized
as to (1) peel color, in a Konica Minolta Sensing colorimeter (Tokyo, Japan) that

expressed the results in L (lightness), a*,b*, Hue angle (tan-1= b*/a*), and
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chromaticity va?+ b? values in the CIE Lab scale; (2) equatorial fruit diameter,
which was measured with a manual caliper and expressed in millimeters; (3) total
soluble solids (TSS), determined in the fresh juice with a refractometer (Atago Co,
Brix-Meter, Tokyo) and expressed as °Brix; and (4) pH, which was measured in the

PHS-3B pH meter in 20 ml of juice. All samples were analyzed in triplicate.

2.3. TD-NMR measurements

Intact oranges were analyzed in a SLK-MRI-1400 spectrometer (Spinlock
Magnetic Resonance Solution, Cordoba, Argentina) equipped with a 0.23-T (9 MHz
for 'H) Halbach permanent magnet and a 10-cm-diameter bore. Carr—Purcell—
Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence [34] was used for 'H transverse relaxation
time measurement (T,), with 90° and 180° pulses of 32 and 64y, echo time (1) of

500us, 1500 echoes, 8 scans, and a recycle time of 5s.

2.4. Infrared spectra acquisition

The NIR spectras were acquired in reflectance mode with a resolution of 16
cm™ in a Spectrum 100N spectrometer (Perkin-Elmer Corp, Norwalk, CT, USA).
The MIR spectras were acquired in aCary 630 spectrometer (Agilent, Walnut Creek,
CA, USA) equipped with an ATR accessory for acquiring data from 4000-700 cm'".
In order to improve the signal-to-noise ratio, a resolution of 4cm™ and 64 scans was
used. The NIR and MIR measurements were performed at three spots within the

equatorial region of the same fruit.

2.5. Reference analyses
2.5.1. Fruit firmness

Orange firmness was measured using a texture analyzer (XT-Plus, Stable
Microsystems). The analyses were performed using a 4-mm-diameter cylindrical
probe, at a speed of 5 mm s? and a compression depth of 18 mm. The maximum
force (N) was recorded and as attributed to fruit firmness. The measurements were
performed at the same equatorial region that had been used in NIR and MIR

measurements.
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2.5.2. Peel thickness
Peel thickness was measured at the aforementioned equatorial regions(i.e., used

in NIR and MIR measurements) of the sliced fruits, using a Mitutoyo manual caliper,

model 500-197-30B, and expressed as millimeters [35].

2.5.3. Total pectin content

The total pectin content was measured in accordance with the method
proposed by McCready and McComb (1952). One gram of fresh orange peel
previously crushed and homogenized with 25 ml of ethyl alcohol 95% was stored
under refrigerator for 30 minutes. Then, the samples were filtered to remove soluble
sugars. The filter residue was washed twice with approximately 10 ml of ethanol
75%, transferred to Erlenmeyer containing 50ml of Versene solution and having pH
adjusted to 11.5. The samples were stored under refrigerator for another 30 minutes
before the pH was adjusted to 5-5.05. Once pH was corrected, 100mg of pectinase
enzyme was added to the solution, which was stirred for 1h. Finally, samples were
filtered and the volume was adjusted to 100 ml with the Versene solution. The filtrate
was used to quantify the galacturonic acid content using the m-hydroxydiphenyl

method [36]. Results were expressed as percentage of total pectin.

2.6. Data analysis

Origin8.1 (Origin Lab, Northampton, MA, USA) and Pirouette v. 4.5
(Infometrix, Inc. Bothell -WA) softwares were used for data processing. The average
of triplicates was considered. The independent data (X) matrix was composed of
instrumental data individually acquired for each instrument (TD-NMR, MIR, and
NIR). Also, the dependent (Y) data matrix was contained the reference analysis.
Matrices X and Y were mean-centered.

Principal component analysis (PCA) was used to reduce dimensionality of the
X data.PCA was also applied to explain the correlations of ripening stage, flowering,
and harvest seasons of orange fruits with their physicochemical parameters.

TD-NMR data were pre-processed through normalization by max (0-1) and
then smothered by a second-order polynomial Savitzky-Golay algorithm with a 65-

point window to improve the mathematical regression by reducing eventual noise.
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NIR data were pre-processed by means of a standard normal variation (SNV), where
as MIR data were normalized by max (0-1) followed by second derivative of a
second-order polynomial with a 35-point window.

Signal-free MIR spectra regions (i.e., from 4000 to 3750 cm 'and between
2750 and 1780cm™) were not used in the models. Also, the first ten variables and
variables after 1s of TD-NMR decay were excluded due to random instrumentation
errors and noise, respectively.

The PLSR models for total pectin content considered 125 reference
measurements and their respective spectral data. The PLSR model for firmness and
peel thickness was built with standard and spectral data from 110 oranges.
Calibration and external validation models were developed using 70% and 30% of
the data, respectively. Calibration models were cross-validated by leave-one-out
algorithm on the calibration set. Pearson correlation coefficient (r) and squared error
of prediction (SEP) were used to evaluate the model performance on the prediction

set (30% of the samples).

3. Results and discussion
3.1. PCA analysis

Table 1 shows the average values and standard deviations of physical and
chemical data (diameter, color, TSS content, and pH) of the studied oranges,
according to the first and fourth flowerings and harvest time.

Figures 1 and 2 present the score and loading plots using principal
components 1 (PC1l) and 2 (PC2) for oranges harvested in the first and fourth
flowerings, with regard to the physicochemical data. Figurel shows a very good
separation between the two flowering stages. The PCA of the first and fourth
flowerings showed69.2 and 13.3% of variance in PC1 and PC2, respectively. This
discrimination was more influenced by PC1 due to the effects that Hue, diameter,
pH, Chroma, L and TSS of flowerings played on PC weights, locating samples
having low values on the left side of PC1 and those with high values on the right
(Figure 2).



31

On the other hand, no significant differences were observed among the
studied harvest times (beginning, middle, and end of crop season)(Figure3). This
agreed well with the results shown in Table 1, assimilar ripening characteristics were

obtained for all harvests, which in turn indicates a good variation distribution of

harvest sampling.

PC 2 (13.3%)

PC 1 (69.2%)

Figure 1. Scores of principal components 1 (PC 1) and 2 (PC 2), as obtained
through principal component analysis based upon the physicochemical data of the

first (m) and fourth (o) flowerings.
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Figure 2. Principal component analysis loadings of the physic and chemical

data of the first and fourth flowerings (Figure 1).
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Figure3. Scores of principal components 1 (PC 1) and 2 (PC 2), as obtained
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Table 1. Physicochemical characterization of oranges according to their flowering and

harvest time.

Harvestl Harvest 2 Harvest 3
Analysis/Flowering 1° 4° 1° 4° 1° 4°

Diameter (mm)  108.60+£34.10  63.55+0.63  75.59+0.66 70.49+0.71 75.85+0.81 64.95+0.63
L 62.73+0.71 52.32+41.01 64.59+£0.50 50.07+0.95 62.64+1.19 53.43+1.41
Hue 95.95+0.84  115.47+0.70 91.33+0.69 116.58+0.80 96.85+1.29 114.33+1.71
Chroma 58.72+1.15 41.31+0.90  59.79+0.86 39.18+1.01 53.43+1.48 42.20+1.57
TSS(°Brix) 9.13£0.20  8.061+0.07  9.36+0.17  8.49+0.13  8.28+0.17  7.81%0.15

pH 3.32+0.02 2.84+0.01 3.59+0.02  3.23+0.03 3.78+003 3.18+0.03

Legend: 1°: first flowering; 4° fourth flowering; L (Lightness); Hue (hue angle); Chroma (chromaticity); TSS (Total soluble

solids, expressed as °Brix); pH (hydrogenionic potencial).

3.2. Qualitative analyses using TD-NMR, NIR, and MIR spectra

Figure 4 shows TD-NMR signals obtained with CPMG sequence of two
oranges with peel thicknesses of 3.37 (sample A) and 5.73mm (sample B). The same
oranges revealed total pectin contents in peel equal to 32.62% and 44.14% as well as

firmness of 35.20 (sample A) and 41.40N (sample B), respectively.

1.0 H
0.8 4
0.6 4

0.4 4

Intensity (a.u.)

0.2 4

0.0 4

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Figure4. Carr—Purcell-Meiboom—Gill (CPMG) decays of two oranges with different

firmness, peel thickness, and total pectin content.
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Figure 5 shows NIR spectra of the same samples addressed in Figure 4. NIR
spectrum A showed stronger O-H stretching peaks at 4545-5000 and 7143-6250cm ™,
which have been associated with the presence of water within the fruit. The peaks at
9000 and 8000cm™ have been attributed to C-H stretching of polysaccharides and

essential oils that were present in orange peel.

—A
-
1.0 1
0.8 \
i
8
g 061 /
©
=
2
2 044
<
0.2
0.0

T T T T T T T T T T T T T '
10000 9000 8000 7000 6000 5000 4000
wavelenght (cm™)
Figure. 5. Near-infrared spectra of two oranges with different firmness, peel

thickness, and total pectin content.

Figure 6 shows MIR spectra of the same orange fruits shown in Figures 4 and
5. Such spectra showed the characteristic absorption of water O-H groups between
3500 and 3073cm™. The strong peaks from 3000 to 2800 cm™ have been assigned to
C-H bonds among organic compounds. The absorption peaks between 1790 and
1706cm™ are related to C=0 groups, whereas those at 1000-1200cm™ are attributed

to C-O groups. These peaks have been associated with polysaccharides and essential

oils [37].
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Figure 6. Mid-infrared spectra of two orange fruits featuring different

firmness.

Therefore, by analyzing Figures 4,5, and 6 we may observe that all three
methods were shown to potentially detect orange firmness, peel thickness, and total
pectin content in a non-invasively fashion. These potentials were quantitatively

evaluated using PLSR regression models.

3.3. TD-NMR PLSR models

TD-NMR data collected with CPMG pulse sequence are related to transverse
relaxation time of water entrapped in oranges, which depends on their TSS content as
well as on the pH of the their juices. Table 2 presents the calibration and internal
validation PLSR models for firmness, peel thickness, and total pectin content using
TD-NMR data. Both firmness and peel thickness calibration PLSR models were
obtained using 734 variables of the original 1500. Firmness and peel thickness PLSR
models showed the lowest values of squared error of validation (SEV; 8.86N and
0.51mm, respectively) as well as the highest rVal values (0.80 and 0.71, respectively)
using 4 factors. Total pectin content PLSR model obtained from TD-NMR data

showed the best performance using 1323 variables. Total pectin content results with



36

5 factors are characterized by the lowest SEV and rVal values (5.13% and 0.76,

respectively) in the internal validation (Table 2).

Table 2. Partial least squares regression for calibration models using time-

domain nuclear magnetic resonance data.

SEV rVal SEC rCal n
Firmness (N) 8.86 0.80 8.09 0.85 75
Peel thickness (mm) 0.51 0.71 0.45 0.78 75
Total pectin content(%) 5.13 0.76 4.72 0.82 78

SEV and SEC = squared errors of validation and calibration, respectively; n = sample
universe; rVal and rCal = Pearson correlation coefficients of validation and calibration,
respectively.

Table 3 demonstrates the external validation PLSR models as to firmness,
peel thickness, and total pectin content using TD-NMR data. Such results evidenced
the potential of TD-NMR data in predicting these three physical parameters of
Valencia oranges. However, the best prediction power was obtained for peel

thickness because of the high r and small SEP.

Table 3. External validation of the partial least squares regression models based upon

time-domain nuclear magnetic resonance data.

SEP r n
Firmness (N) 8.27 0.64 31
Peel thickness (mm) 0.49 0.72 31

Total pectin content (%) 5.76 0.76 37

SEP = squared error of prediction; r = Pearson correlation coefficient;
n = sample universe for validation.

The correlation coefficients of validation model showed a small decay when
compared to the calibration model (Table 2) concerning fruit firmness, peel
thickness, and total pectin content. SEV and SEC values were similar for firmness
and peel thickness, but SEV was fivefold increased for total pectin content when
compared to SEC.

The thickness of Valencia orange peel of internal canopies was significantly
higher than those of external fruits. This variation is a result of the mineral nutrition
of the tree [38]. During fruit ripening, juice mass increases while peel thickness

decreases. Therefore, there is a greater percentage of free water in orange. These
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results suggest that the percentage of free water in oranges of different flowerings
and harvests denote an important variable to approximate the correlation between
TD-NMR and fruit peel thickness, corroborating which has been discuss at the end of
item 3.2.

Orange peel thickness variations as induced by fruit ripening stage or tree
mineral nutrition were detected using TD-NMR.

According to Table 3, TD-NMR also performed well when predicting orange
total pectin content. A paramagnetic ion, such as iron contained in orange juice [38],
may have played an important role in achieving this out come because it can reduce
water relaxation time in some oxidation states [39]. The production of galacturonic
acid (HGal) through pectin hydrolysis throughout ripening may reduce ferric ions to
ferrous ions, leading to Fe** solutions featuring longer water relaxation times than
their Fe’" counterparts. Studies suggested that the major mechanism for T, and T,
increased during banana ripening is a reduction of Fe’* ions to Fe*" ions by the

galacturonic acid resulting of pectin hydrolysis [39].

3.4. PLS prediction models by NIR

Table 4 shows the PLSR models obtained for firmness, peel thickness, and
total pectin content using mean center and SNV NIR data. NIR spectra presented
high correlations with firmness and total pectin content (i.e., = 0.87 and r=0.68,
respectively)using 6 and 9 factors respectively, but poor a correlation with peel

thickness (i.e., r=0.39) for calibration models with 7 factors (Table 4).

Table 4. Partial least squares regression for calibration models adjusted to

near-infrared data.

SEV rVal SEC rCal n
Firmness (N) 7.13 0.87 6.41 0.91 73
Peel thickness (mm) 0.63 0.39 0.55 0.62 73
Total pectin content (%)  5.12 0.68 4.48 0.79 80

SEV and SEC = squared errors of validation and calibration, respectively; n = sample
universe; rVal and rCal = Pearson correlation coefficients of validation and calibration,
respectively.
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Table 5 presents external validation PLSR models for firmness and total
pectin content. The correlation coefficients increased while the SEP decreased for

this parameter, maintaining the validation.

Table 5. External validation of partial least squares regression models using

near-infrared data.

SEP R n
Firmness(N) 6.22 0.92 31
Total pectin content (%)  5.04 0.70 37

SEP = squared error of prediction; r = Pearson correlation coefficient;

n = sample universe for validation.

The low penetration of NIR in the thick tissues of orange peel, which act as a
barrier, may explain the lack of correlation between peel thicknesses and NIR data.
Although NIR is not able to determine peel thickness directly, it can provide an
indirect measurement of such property, which is associated with fruit firmness [40].

NIR has also been used to predict fruit firmness based on differences among
scattering and absorption caused by changes in cell wall composition (i.e., pectin and
cellulose) during ripening [41]. Changes like cell collapse or the creation of air-filled
pores that occur due to the decrease of moisture content during ripening affect the
light scattering in fruit tissues [26], resulting in secondary correlations that improve
the prediction performance of NIR as for firmness [42,43]. Using two portable NIR
spectrometers (Labspec and Luminar) to predict the quality of intact oranges, were
found an accuracy level for flesh firmness of 83.9% and 79%, coefficient of cross
validation (Rcv) of 0.72 and 0.66, and root mean square error of prediction (RMSEP)
equal to 1.05 and 1.39, respectively [18].

Concerning total pectin content, the absorption of methoxyl groups at
4448.40cm™ that was clearly observed in previous NIR spectra of pectin [44] may
explain the total pectin prediction in intact oranges. Good results were also obtained
when evaluating pectin constituents in Japanese pear by NIR [25]. In this case, for
the intact fruit spectra, the alcohol-insoluble solids in the fresh weight (AIS in the
FW) as well as the oxalate-soluble pectin content in the AIS (OSP in the AIS) were
accurately predicted (for intact fruit spectra: r= 0.93, SEP = 0.62 for AIS in the
FW;R =0.95, SEP = 8.48 for OSP in the AIS).
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3.5. PLS prediction models by MIR

Initially, the data ranging from 4000 to 3030 cm™ and from 2750 to 1780cm™
were not used in PLS-MIR analysis because they did not provide any useful
information.

Table 6 shows the PLSR models for firmness, peel thickness, and total pectin
content using MIR data. The best results for these attributes were obtained with mean
center second derivative. MIR spectra presented a high correlation with firmness
(r=0.74)(6 factors) but low correlations with peel thickness (r=0.33) (11 factors) and
total pectin content (r=0.57) (6 factors) as for calibration models (Table 6).

Table 6. Partial least squares regression for calibration models using mid-

infrared data.

SEV rVal SEC rCal n
Firmness(N) 9.13 0.74 7.79 0.84 73
Peel thickness (mm) 0.72 0.33 0.52 0.72 73
Total pectin content (%) 6.11 0.57 5.50 0.69 83

SEV and SEC = squared errors of validation and calibration, respectively; n = sample
universe; rVal and rCal = Pearson correlation coefficients of validation and calibration,

respectively.

The external validation shows that PLSR models for firmness maintained

suitable correlation coefficients SEP values (Table 7).

Table 7. External validation partial least squares regression models using

mid-infrared data.

SEP R n
Firmness(N) 9.05 0.84 32

SEP = squared error of prediction; r = Pearson correlation

coefficient; n = sample universe for validation.

Carbohydrates show a high absorbance between 1200 and 950 cm™ in the
MIR spectra, which is the fingerprint for polysaccharide [45]. Additionally, MIR
spectroscopy is sensitive to the functional groups of these polysaccharides, i.e.,
hydroxyls, carboxyls, esters, and amides [46]. In this sense, it is possible to explain

the high correlation between MIR data and firmness in intact orange, despite having
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the largest SEP (9.05N), which in turn may have resulted from the lower penetration
of MIR radiation. Even if PLSR model for pectin has not been validated, pectin is
one of the polysaccharides that are responsible for orange firmness, making MIR
analysis a good methodology to investigate polysaccharides.

Change in pectin methyl esterification degree (MED) during fruit ripening
[47] stand out as an important parameter to understand some aspects related to the
softening process [45]. Pectin MED features differential localization of absorption
bands originated by specific vibrational modes of atom groups in galacturonic acid
and its methyl ester. Therefore, MIR spectroscopy is a suitable means of
characterizing pectins [45]. Pectin MED determination in peaches has been

correlated with fruit firmness using MIR data [48].

3.5. Observations concerning TD-NMR, NIR, and MIR methods

In this study, NIR models for firmness (r=0.92 and SEP=6.22N) were better
than those based upon TD-NMR data (r=0.64 and SEP=8.27N). MIR was also
efficient to predict orange firmness, but showed a lower Pearson correlation
coefficient as well as a higher SEP than NIR. Despite the lower resolution of NIR
spectrum than that of MIR, the greater NIR penetration allowed better correlations
with fruit firmness.

TD-NMR allows one to observe the inner environment of fruits. In this
context, sugars are the main responsible for viscosity changes in oranges. In this
case, the more remarkable effect of sugars over relaxation times may have affected
the correlation between firmness variations and TD-NMR signals.

On the other hand, orange peel thickness is related to sugar content. Thus, it
provides indirect information on ripening, provided that fruits tend to have higher
sugar contents together with thinner peels [49]. This is a possibility explanation for
the correlation between TD-NMR signals and orange peel thickness.

TD-NMR showed a higher prediction power than NIR for total pectin
content, as indicated by the higher r. TD-NMR has also advantage over NIR because
the measurements are performed in intact fruits whereas NIR measurements require

the analyses of three regions within the fruit.
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4. Conclusion

The applicability of TD-NMR, NIR, and MIR spectroscopic techniques
combined with PLSR was evaluated for the determination of firmness and other
properties related to firmness in intact oranges. The calibration and external
validation models developed in this work covered different flowerings and harvests
of Valencia orange and, hence, a wide composition range.

NIR and MIR spectroscopies were more efficient in determining orange
firmness, where as TD-NMR decay presented a better prediction capacity as for peel
thickness. The penetration of NIR and MIR radiations as well as typically thick
orange peel may have interfered in peel thickness prediction models. The prediction
of total pectin content in oranges was carried out through different measurement
methods, namely: the intact fruit by TD-MNR as well as specific fruit points by NIR.
Regardless of the method, the models were validated for the prediction of total
pectin content.

In this work, non-invasive techniques were effectively used to determine
properties related to orange quality, which are currently determined by destructive,
time-consuming methodologies that involve the use of chemicals. Overall, TD-NMR
and NIR PLSR models were more validated compared with MIR model.
Nevertheless, all of the non-invasive techniques studied here presented good
potential application to determine orange quality attributes, encouraging future

studies as well as further exploitation.
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Resumo

Objetivos: Utilizar a técnica de RMN-DT para determinacéo de parametros
como massa da fruta, massa da casca, massa de suco e rendimento de
suco utilizando a medida da fruta intacta. E também utilizar as medidas de
RMN-DT e NIR do suco de laranja para determinagdo da viscosidade,
solidos soluveis e pH. Métodos: Foram coletadas duzentos e cinquenta
laranjas, obtidas em cultivos comerciais no interior de Sao Paulo. As frutas
intactas inicialmente foram submetidas a analise ndo invasiva de RMN-DT,
em seguida o suco de cada laranja foi extraido e medido individualmente
pelos equipamentos de RMN-DT e NIR. As analises destrutivas de
referéncias realizadas foram, massa da fruta, massa da casca, massa de
suco, rendimento, viscosidade, teor de solidos soluveis (SST) e pH. Para os
sinais de RMN-DT foi aplicada normalizagéo entre (0-1) e suavizacédo de
segundo grau Savitzky—Golay com 21 janelas. Para os espectros de NIR
aplicou-se a variagdo normal padrao (SNV). Resultados: Os modelos
desenvolvidos com as medidas de RMN-DT das laranjas intactas, foram
validados para predicdo dos seguintes parametros: massa da fruta r=0.96
SEP=13.84g; massa da casca r=0.96 SEP=7.25g; massa de suco r=0.92
SEP=9.75¢g e pH r=0.83 SEP=0.14. Os espectros adquiridos pela analise de
NIR apresentou alta correlagdo com sélidos soluveis do suco de laranja
(r=0.91) e baixo erro de predigdo (SEP=0.31). Ambos métodos avaliados
nao foram capazes de prever a viscosidade do suco de laranja. Conclusao:
As metodologias nao destrutivas utilizadas no estudo apresentam grande
potencial na avaliacdo de parametros de qualidade tanto em frutas intactas
como no suco, necessitando assim de maiores estudos para viabilizagdo em
grande escala destas novas tecnologias.

Palavras-chave: qualidade;laranja; suco; RMN-DT; NIR.
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Abstract

Objectives: Use TD-NMR technique for determining parameters such as
weight of the fruit, the shell pasta, juice pasta and juice yield using a measure
of intact fruit. And also use the DT-NMR and NIR measurements orange juice
for determination of viscosity, soluble solids and pH. Methods: Two hundred
and fifty collections oranges, obtained in commercial crops in Sdo Paulo.
Intact fruits were initially submitted to non-invasive analysis of NMR-DT, then
the juice of each orange was extracted and measured individually by NMR-
DT and NIR equipment. Destructive analysis of references made were, fruit
mass, shell mass, juice mass yield, viscosity, soluble solids (TSS) and pH.
For the NMR signals DT was applied standardization between (0-1)
smoothing and Savitzky-Golay second 21 degree windows. For the NIR
spectra applied to standard normal variation (SNV). Results: The models
developed with DT-NMR measurements of intact oranges were validated for
the prediction of the following parameters: Fruit mass SEP r = 0.96 = 13.84;
peel mass r = 0.96 SEP = 7.25; juice mass r = 0.92 SEP = 9.75and pH r =
0.83 SEP= 0.14. The spectra acquired by NIR analysis showed high
correlation with soluble solids of orange juice (r = 0.91) and low prediction
error (SEP = 0.31). Both methods evaluated were not able to predict the
viscosity of orange juice. Conclusion: The non-destructive methods used in
the study have 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: quality; orange; juice; TD-NMR; NIR.
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1. Introdugao
Em frutas citricas o conhecimento de propriedades fisicas sao

importantes para a formulagdo de sistemas mecanicos para a colheita ideal
assim como para manipulagdo com danos minimos a fruta (1). O peso da
fruta e o rendimento de suco em frutas citricas indicam a qualidade e séo
importantes do ponto de vista de comercializagao (1). Da mesma forma, os
sélidos soluveis totais (SST) e o pH encontram-se relacionados a
propriedades de qualidade em laranjas e no suco. Por ser bastante estavel
antes e depois da colheita, a relacdo do teor de agucares/acidos em frutas
citricas é determinante para a aceitabilidade da fruta (2).

A viscosidade de sucos de laranja esta relacionada com a presenga
de polissacarideos como pectina que encontra-se em suspensao, evitando a
separacao das fases e por consequéncia deposi¢cao de material coloidal em
suspensdo. Sendo assim também é considerada uma propriedade de
interesse no que se refere a qualidade do suco.

Entretanto as analises destes parametros sao realizadas por métodos
destrutivos que permitem ser aplicados a um pequeno conjunto
representativo para se obter apenas valores médios, como na determinagao
de SST (3). Como alternativas nao destrutivas para determinagdo de SST,
métodos como a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) e
de infravermelho préoximo (NIR) foram propostos para estimar a dogura em
frutos intactos relacionados a maturacéao (4).

A espectroscopia de NIR ja demonstrou ser uma técnica adequada
para avaliacao rapida de qualidade interna de frutos (5). E técnicas como a
de ressonancia magnética nuclear de baixo campo (RMN-DT) ja vém sendo
utilizadas para avaliagado da qualidade e comportamento da agua durante o
armazenamento em laranja Bahia (6).

No campo das ciéncias de alimentos a técnica de RMN-DT adquiriu
ampla aceitagao, por ser um método poderoso que apresenta vantagens em
relagdo a outras técnicas analiticas (7). A RMN-DT encontra-se baseada nas
medidas de decaimento livre (FID) e amplitude de eco, ou sobre medidas de
tempo de relaxagéao, longitudinal (T+) e transversal (T2) (8). Entre as técnicas
conhecidas de ressonancia magnética nuclear, a analise por imagem (RMI)
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quando aplicada para avaliacdo de frutas revela varios tipos de tecidos pela
obtencdo de tempos de relaxagdo bastante distintos (9), entretanto a RMI
possui um elevado custo de analise e manutengcdo que impossibilita sua
execucao em grande escala.

Diferentemente a espectroscopia esta baseada no estudo da
interacdo da radiagdo eletromagnética com a matéria, de modo a determinar
os niveis de energia e transicao de espécies atbmicas e moleculares. Como
meétodo ndo destrutivo o NIR avalia os componentes quimicos com base em
sobretons (Overtone) e na combinagdo de bandas especificas de grupos
funcionais (10).

Em citros o monitoramento por meio de NIR pode fornecer dados
objetivos da qualidade e fase de maturacédo dos frutos em relagdo ao SST
(11). Em contrapartida, a analise ndo invasiva por RMN-DT é capaz de
distinguir laranjas de alto e baixo SST, permitindo agrupar laranjas em
Classes 1 e 2, respectivamente. Posteriormente observou-se que a
classificagdo realizada por RMN-DT foi confirmada por meio de analise
sensorial (12).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi utilizar técnicas de RMN-DT e
NIR para determinacdo de parametros fisico-quimicos relacionados a
qualidade da laranja e do suco. O estudo também objetivou a construgao de
modelos de regressdo por minimos quadrados parciais (PLSR) para
predicdo da massa da fruta, massa da casca, massa de suco, rendimento
utilizando a medida de RMN-DT da laranja intacta. Assim como modelos de
PLSR para predi¢cao da viscosidade, solidos soluveis totais e pH, utilizando
os sinais RMN-DT medidos na laranja intacta e no suco, e também os

espectros de NIR na medigao do suco de laranja.



51

2. Material e Métodos
2.1. Amostras

Duzentos e cinquenta laranjas do cultivar "Valéncia" foram colhidas
em fazendas comerciais da regido de Matdo-SP, Brasil. As frutas
selecionadas no meio da safra da variedade foram colhidas em duas
floradas distintas de laranjas, primeira e quarta florada. Apds higienizagao
dos frutos, os mesmo foram secos e armazenados em camara fria a
12°C£1.5 com U.R. 80%z10.

2.2. Ressonéancia magnética nuclear no dominio do tempo (RMN-DT)

As laranjas foram medidas em espectrometro SLK-MRI-1400
(Malguefio Coérdoba, Argentina) equipado com um iméa permanente de 0,23
T (9 MHz para 'H) Halbach, com 10 centimetros de diametro. Utilizou-se
sequéncia de pulsos CPMG (13,14), com os seguintes parametros: pulso de
90° =32 e 180° =64, tempo de eco de T = 5000us, e numero total de ecos
igual a 1500 com 8 scans cada.O suco de laranja foi medido em
espectrometro equipado com iméa de 5 centimetros de diametro utilizando

tubos falcon de 25mL.

2.3. Espectroscopia de infravermelho proximo (NIR)

Os espectros de refletancia na regiao do infravermelho préoximo foram
adquiridos em um espectrometro modelo Spectrum 100N (Perkin-Elmer
Corp, Norwalk, CT), equipado com um acessorio de refletancia difusa e com
auxilio de reflector para analise de liquidos. Utilizou-se resolucdo de 16cm’™

sendo os sinais expressos em log (1/R).

2.4 Anélises de referéncia

2.4.1. Massa fresca

Utilizou-se balancga eletronica de precisdao de 0,1g para pesagem
individual das laranjas e das cascas apds a extracdo do suco. Em seguida

os resultados foram expressos em gramas (g).
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2.4.2. Rendimento de suco (%)

Realizada a medida de RMN-DT na laranja intacta, o suco individual
de cada fruta foi extraido e armazenado para proximas analises
instrumentais (RMN-DT e NIR) e para analises destrutivas de referéncia.
Para o rendimento em suco, a primeira analise destrutiva realizada foi
baseada na massa do suco extraido (g) dividida pela massa fresca do fruto

(g) e multiplicada por 100. O resultado é expresso em porcentagem.

2.4.3. Viscosidade

A viscosidade do suco de laranja foi determinada em viscosimetro
Brookfield LV DV-I PRIME, em temperatura controlada a 23°C, mesma
temperatura utilizada na analise de RMM-DT, em 100 rpm por 1 minuto cada

amostra.

2.4.4.S¢lidos soluveis totais (SST)

Os solidos soluveis totais do suco de laranja foram medidos em
triplicata com auxilio de refratbmetro digital de bancada, RX-5000 Atago,
com ajuste de temperatura da amostra para 25°C+0.05. O resultado foi

expresso em °Brix (15).

2.4.5. Potencial Hidrogenidnico (pH)
A andlise foi realizada com equipamento pHS-3B pH meter em 20 ml

de suco em triplicata (15).

2.5. Analise multivariada

2.5.1 Pré-processamento dos dados de RMN, NIR

Para as repeticdes da mesma amostra foi calculada a média dos
sinais de RMN-DT e NIR. As andlises multivariadas foram realizadas com
auxilio de softwares Origin8.1 (Origin Lab, Northampton, MA, USA) e
Pirouette v. 4.5 (Infometrix, Inc. Bothell -WA).

Com objetivo de reduzir ruidos nas medidas de RMN-DT realizou-se

como pré-processamento de normalizagao dos sinais entre (0-1), onde é
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dividida a maior variavel pelas demais para padronizacdo dos sinais e
aplicada suavizagdo de segundo grau Savitzky—Golay com 21 janelas. Os
sinais de RMN-DT que se apresentavam em colunas foram transpostos em
linhas.

No pré-processamento dos sinais de NIR aplicou-se a variagao
normal padr&o (SNV). Por fim as colunas foram transpostas em linhas, onde
cada linha representa uma amostra diferente e as colunas representam as

variaveis correspondentes ao comprimento de onda.

2.5.2. Construgdo e composicao das matrizes

Os dados espectrais referentes aos equipamentos de RMN-DT e NIR
compuseram a matriz X, contendo nesta as variaveis independentes. As
analises de referéncia compuseram a matriz Y, contendo as variaveis
dependentes. A regressdo por minimos quadrados parciais foi aplicada nas
matrizes X e Y a fim de descobrir as correlagdes existentes entre os
espectros e as analises de referéncia, utilizando o software Pirouette v.4.5.
O conjunto de dados foi subdividido em calibragcdo com teste de validagéo
interna cruzada leave-one-out contendo 70% dos dados e em conjunto de
validacao externa contendo 30% dos dados.

Todas as matrizes de calibracdo interna de RMN e NIR foram
submetidas a analise de PCA para melhor avaliar a correlagao das variaveis
ao longo dos sinais com as medidas de referéncia e selecionar as de maior

influéncia.

2.5.3. Matrizes de calibragédo e validagao

ApOs inserir as matrizes no software Pirouette v. 4.5 Infometrix, Inc.
Bothell - WA, para analise de regressao, foi aplicada a centralizagao dos
dados na média (mean-center). A regressao por minimos quadrados parciais
(PLS —Partial Least Squares) foi executada com a validagao cruzada (cross-
validation) com leave-one-out interno no conjunto de dados.

Como resultado a analise de PLSR demonstrou as porcentagens de

variancia total conforme os fatores escolhidos, os coeficientes de correlagao
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de Pearson (r), da calibragao(r Cal), validagéo (r Val) e da predigdo. Assim
como os erros padrdo de calibragdo (SEC), validacado(SEV) e predigcéo
(SEP).

3. Resultados e Discussao
3.1. Anélises de Referéncia

Os resultados obtidos na analise de parametros fisico-quimicos
apresentaram grande variagdo entre as amostras analisadas (Tabela 1).
Entretanto, esta variagao ja era esperada pelo fato de duas floradas terem
sido colhidas (primeira e quarta), sendo assim apresentavam desde o
momento da colheita caracteristicas fisicas bastante distintas.

Em frutas citricas como lima 'Kagzi' e laranjas 'Mosambi' o aumento
do peso e do volume do fruto foi observado juntamente com reducéo da
espessura da casca durante o desenvolvimento e maturagdo (1). Para a
cultivar 'Kagzi' o aumento da porcentagem de suco, de 28.92 para 47.93%
na ultima etapa de desenvolvimento foi observado entre 120 e 160 dias apds
a floragdo. Da mesma forma em laranjas 'Mosambi' a porcentagem de suco
quase duplicou entre 180 e 240 dias de floragcdo. No presente estudo
também foram observadas em laranjas de primeira e quarta florada, grandes
variagdes em relacdo a massa da fruta, massa da casca e massa do suco.
Os valores encontrados para o rendimento de suco variaram de 42.8 a
61.3%.

Referente a viscosidade, a caracterizagao reolégica do suco natural
de laranja é descrita segundo Varshney e Kuambar (1978) com um
comportamento praticamente newtoniano. Estes sdo caracterizados por
apresentar uma relagao linear entre a tensdo de cisalhamento e a taxa de
deformagao. Os valores encontrados para a viscosidade variaram de 1.47 a
20.4cp, onde os maiores valores devem-se a contribuicdo de compostos
como a pectina e grande quantidade de material em suspensao, gerando o

aumento da viscosidade.
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Durante o periodo de crescimento dos frutos o conteudo de SST
aumenta enquanto que o teor de acidos diminui. Portanto, para industria
processadora de suco a avaliacdo de parametros como, SST e pH sao
importantes para controlar e monitorar a qualidade do produto. Devido a
medida de SST pelo refratbmetro representar parametros ndo somente
relacionados ao teor de sacarose, mas também vitaminas, pigmentos, acidos
e outros solidos soluveis (12) a cultivar Valéncia apresentou maior variagao
para os solidos soluveis totais (7.06 a 11,2%) em relagdo ao pH (2.84 a
4.03%).

Tabela 1- Analises de referéncia laranjas da cultivar Valéncia.

Analises Minimo Maximo Meédia Desvio Padrao Amostras
Massa da casca (g) 45.64 138.6 83.37 1.89 130
Massa da fruta (g) 98.67 289.88 183.19 3.82 130
Massa de suco (g) 53.03 153.61 99.82 2.07 130
Rendimento (%) 42.8 61.3 54.6 0.26 130
Viscosidade (cp) 1.47 204 8.19 0.29 130
SST (°Brix) 7.06 11.2 8.91 0.07 130
pH 2.84 4.03 3.39 0.02 130

3.2. Desempenho de modelos de PLS-RMN

A tabela 2 mostra a calibracdo dos modelos de PLS utilizando os
decaimentos de RMN-DT obtidos por CPMG medidos em laranjas intactas. A
analise de regressao PLS utilizando sinais de RMN-DT validou os modelos
para os parametros referentes a massa da fruta, massa da casca, massa do
suco e pH de forma nao destrutiva, utilizando a medida da laranja intacta. Ja
os modelos de PLS, utilizando as medidas de RMN-DT do suco para
predicdo da viscosidade e SST do suco de laranja, ndo puderam ser

validados, pois obtiveram r<0.7.
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Tabela 2. Desempenho do conjunto de calibragdo em modelos de PLS-RMN
para parametros fisico-quimicos do suco de laranja.
Parametros Fatores SEV r Val SEC r Cal N
Massa da fruta (g) 7 16.28 0.92 9.58 0.97 91

Massa da casca (g) 7 10.58 0.85 5.64 0.96 91
Massa de suco (mL) 7 10.29 0.89 7.14 0.95 91
Rendimento (%) 1 2.88 0.26 2.85 0.32 91
Viscosidade (cp) 1 3.60 -0.15 3.56 0.08 91
SST(°Brix) 3 0.76 0.22 0.73 0.39 91

pH 1 0.16 0.79 0.10 0.93 91

SEV: Erro padrao da validagao; r Val e r Cal: coef. de Pearson para validagao e calibracao;
N: universo amostral.

Ainda na tabela 3 verifica-se o desempenho dos modelos validados em
conjuntos de validagdo externa. Os valores acima de 0.7 sugerem que 0s
modelos para predicdo da massa da fruta, massa da casca, massa de suco
e pH podem ser aplicados para classificar laranja e o suco de forma néao
invasiva e sem a necessidade de realizar a medida manualmente por analise

de referéncia.

Tabela 3. Desempenho de modelos PLS-RMN em conjunto de validagao

externa.
Parametro SEP r N
Massa fruta (g) 13.84 0.96 39
Massa casca (g) 7.25 0.96 39
Massa suco (mL) 9.75 0.92 39
pH 0.14 0.83 39

SEP: Erro padrao da predi¢ao; r:coef. de Pearson; N: universo amostral

Para as industrias processadoras de suco de laranja, o rendimento do
suco € um parametro importante a ser analisado, pois diferentes cultivares
apresentam grande variagdao no rendimento. Destaca-se na industria de
sucos a cultivar Péra-Rio pelo seu elevado rendimento em suco de 52%, em
seguida estao as cultivares Natal e Valéncia que possuem cerca de 50% do
peso em suco. Por fim, com frutos menores a laranja Hamlin fornece menor
rendimento em comparacao as demais, em média 41% de suco (16).

Relacionada ao rendimento de suco, a porcentagem de agua livre &

uma variavel de grande influéncia no sinal de RMN-DT, por esta razdo pode-



57

se explicar a relagdo entre o decaimento e a massa da fruta, massa da
casca e massa de suco. Conforme a reducdo da espessura do albedo, a
laranja apresenta maior porcentagem de agua livre, sendo facilmente
detectada pela analise de RMN-DT. Ainda, o modelo de PLS-RMN para
massa de suco (r=0.92) esta de acordo com estudos referentes a predigéo
do rendimento de suco de laranja por meio de RMN-DT (17), onde foi
observado coeficiente de Pearson igual a 0.78 na validagao externa e erro
padrao de predi¢ao de 3.26%.

Para predicdo dos valores de pH em laranjas intactas por meio de
RMN-DT, obteve-se alto coeficiente de Pearson (r=0.83), tornando possivel
a validagcado do modelo de PLS para este parametro. Comparados com os
resultados obtidos neste estudo, Ribeiro (2008) obteve coeficientes de
Pearson inferiores (r= 0.29) quando correlacionou os sinais de CPMG
obtidos por RMN-DT de frutos ndo climatéricos como 'uva italia' com os
respectivos valores de pH. Entretanto variagcbes de T4 e T, em diferentes
faixas de pH foram observadas em estudo referente ao comportamento de
ions paramagnéticos complexos em solugdo. Entre pH 1 e 5 observou-se
aumento de 71 para 1150 ms nos valores de T e de 59 para 890 ms para T,
(18).

Ainda na figura 1 verifica-se a correlagdo negativa encontrada entre
os tempos de relaxacao T, e o pH medido no suco de laranja. Sucos com pH
entre 3.03-3.17 apresentaram T, superiores, entre 0.20-0.22ms, em relacao

aos sucos com pH mais elevado (3.53-4.03) com T, proximos de 0.17ms.
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Figura 1. Correlacao entre pH com os tempos de relaxagéo T,

Diferente deste estudo, a correlagao entre os sinais de RMN-DT e a
viscosidade de oleos vegetais de sementes de mamona foi encontrada com
coeficiente de correlagdo igual a -0.79 (19). No caso da baixa relagéo
observada entre os sinais de RMN-DT e a viscosidade do suco de laranja
acredita-se que o viscosimetro utilizado ndo tenha sido compativel para

amostra analisada.

3.3. Desempenho de modelos de PLS-NIR

A tabela 4 mostra que o modelo de PLS para predigdo dos sélidos
soluveis foi validado por meio da validagdo cruzada, ainda, apresentou
coeficiente de correlacédo superior a 0.7, indicando uma boa correlagcédo entre
os sinais de NIR com a analise de referéncia. Para o modelo de PLS de
viscosidade e pH, nao foi possivel correlacionar o espectro com os valores

de referéncia (r < 0.7).
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Tabela 4. Desempenho do conjunto de calibragdo em modelos de PLS-NIR
para parametros fisico-quimicos do suco de laranja.

Parametro Fatores SEV r Val SEC rCal N
Viscosidade (cp) 7 3.42 0.21 3.06 047 N
SST (Brix) 6 0.39 0.87 0.35 091 N
pH 5 0.21 0.62 0.18 074 N

SEV: Erro padrao da validacao; r Val e r Cal: coef. de Pearson para validacao e

calibragao; N: universo amostral.

Ainda é possivel verificar (Tabela 5) o desempenho dos modelos em
validagao externa, confirmando a predicdo dos valores de sélidos soluveis
(r>0.7).

Tabela 5. Desempenho da validagao externa dos modelos de PLS-NIR.

Parametro SEP r N
SST(°Brix) 0.30 0.94 39

SEP: Erro padrao da predigao; r :coeficiente. de Pearson; N: universo

amostral.

O desempenho do modelo de PLS-NIR para predicdo de SST foi
melhor em relagdo aos demais modelos para predicao de viscosidade e pH
em suco de laranja. Por ser uma molécula organica SST contém ligacdes C-
H, O-H, C-O, C-C, pode ser possivel utilizar métodos como NIR para
determinacdo de SST, como ja relatado em estudo referente a predicéo de
SST em laranja Bahia (20).

Os resultados referentes ao erro padrao da predicao (SEP) obtidos
neste estudo para predicdo de SST séao inferiores em relacdo aos valores
encontrados por Cen et. al. (2006), na qual obteve RMSEP=0.73° Brix em
suco de laranja. Ainda, bons desempenhos do uso NIR em citros, tal como a
cultivar mandarim, sao relatados na literatura por McGlone et. al. (2003) e
Hernandez et. al. (2006) na qual obtiveram SEP igual a 0.32 e 0.16,
respectivamente. Entretanto, a cultivar Valéncia utilizada neste estudo
apresenta frutos de maiores tamanhos e possuem estruturas diferentes em
relacdo a outras frutas citricas (21). Desta forma diferengas histologicas
podem influenciar os resultados e medi¢des de NIR em citros (21).
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No conjunto de calibracdo e validagdo externa dos modelos de
predicdo de pH nao foi obtido coeficiente de correlagcdo suficiente para
validagdo do modelo. Cayuela et. al. (2008) atribui a baixa correlagao
encontrada (r=0.49 e 0.44) para predi¢cao de pH em laranjas intactas por NIR
devido aos niveis relativamente baixos de acidos organicos nas laranjas no

que diz respeito as concentrag¢des de sdlidos soluveis.

4. Conclusao
As analises nao destrutivas de RMN-DT e espectroscopia de NIR

aliadas a analise multivariada demonstraram potencial para avaliagdo de
parametros de qualidade em laranjas intactas assim como no suco.
Utilizando os sinais de RMN-DT foi possivel validar os modelos para
predicao de massa da fruta, massa da casca, massa de suco e pH.

Contudo, devido a analise de RMN-DT ser um método que permite
avaliar o fruto inteiro e medir seu ambiente interno, observou-se uma alta
eficiéncia no método para predicao de parametros fisicos de qualidade. A
analise de PLS utilizando sinais de infravermelho proximo foi capaz de
validar apenas um parametro fisico de qualidade, provavelmente, devido ao
menor poder de penetracdo da andlise, e ao fato do fruto analisado
apresentar maior espessura na casca, dificultando assim a predicdo dos
demais parametros analisados. Mesmo assim a espectroscopia de NIR
possibilitou a construgdo de modelos de PLS para predicdo de solidos
soluveis no suco de laranja.

Utilizando a medida nao invasiva da laranja intacta por RMN-DT e a
medida ndo destrutiva do suco por RMN-DT e NIR n&o foi possivel prever a
viscosidade do suco de laranja. Os resultados obtidos podem ser atribuidos
a incompatibilidade do equipamento utilizado na analise de referéncia com a
amostra analisada.

Metodologias nao destrutivas utilizadas no estudo apresentam grande

potencial na avaliagdo de parametros de qualidade tanto em frutas intactas
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como no suco, necessitando assim de maiores estudos para viabilizagdo em

grande escala destas novas tecnologias.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar o uso de medidas nao destrutivas por RMN-DT e MIR para
predicdo de pectina soluvel em suco de laranja. Métodos: Os espectros de
RMN-DT e MIR obtidos dos sucos de laranja analisados foram
correlacionados com os resultados da analise destrutiva de determinacao de
pectina soluvel em agua por meio de modelos de regressao por minimos
quadrados parciais (PLSR). Foi avaliado o desempenho do modelo de PLSR
com base no coeficiente de correlagao de Pearson (r) e nos valores de erro
padrdao de predicdo (SEP) obtidos na calibragdo e validagdo externa.
Resultados: As predicdes 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 puderam ser feitas
as validacgdes externas dos dados. Por outro lado, diferentes concentragdes
de pectina citrica comercial isolada medidas pelos mesmos métodos de
RMN-DT e MIR, apresentaram espectros bastante distintos, permitindo
distinguir as diferentes concentracbes analisadas. As absorbancias dos
grupos funcionais acido carboxilico e carbonila dos espectros de MIR
apresentaram alta correlagcdo (r=0.97 e 0.98), respectivamente com as
concentracdes de pectina citrica comercial. Ainda, conforme a reducédo da
concentracdo de pectina citrica isolada foram observados decaimentos de
RMN-DT mais longos e vice-versa. Conclusao: Desta forma, a combinagao
dos métodos nao destrutivos avaliados neste estudo com quimiometria,
podem apresentar potencial para analise de parametros de qualidade de
suco de laranja, necessitando de maiores estudos para remogao de
interferentes no desempenho da analise.

Palavras-chave: pectina soluvel; suco de laranja; qualidade; RMN-DT;
MIR;quimiometria.
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the use of non-invasive measurements by NMR-TD and
MIR for prediction of water-soluble pectin in orange juice. Methods: DT-NMR
and MIR spectra obtained from the orange juice analyzed were correlated
with the results of destructive analytical determination of water-soluble pectin
by partial least squares regression (PLSR) analysis. It evaluated the
performance of the PLSR model based on the Pearson correlation coefficient
(r) and standard error values of prediction (SEP) obtained from calibration
and external validation. Results: Predictions by PLSR soluble pectin in
orange juice using NMR-DT and MIR obtained low Pearson correlation
coefficient (r = 0.48 and 0.51) and high SEP of 7.63mg/L and 7.49mg/L,
respectively. Thus, it could not be made external validation data. 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 different samples concentrations. The absorbance
of the carboxylic acid functional groups and carbonyl of MIR spectra showed
high correlation (r = 0.97 and 0.98), respectively with commercial citrus
pectin concentrations. Furthermore, as the reduction of the concentration of
citrus pectin alone were observed NMR DT decays longer and vice versa.
Conclusion: Thus, the combination of non-destructive methods in this study
with chemometrics, may have potential for analysis of orange juice quality
parameters, requiring further studies for removing interfering in the assay
performance.

Key-words: soluble pectin; orange juice; quality; TD-NMR; MIR;
chemometrics.
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1. Introdugao

O suco de laranja é o suco predominante entre as bebidas
processadas pela industria em todo mundo, sendo responsavel por mais de
50% do comércio internacional de suco (1). Seu destaque entre as demais
bebidas processadas deve-se a sua combinacdo de atributos sensoriais,
como cor, aroma, sabor e valor nutricional (2). Entretanto, métodos de
controle de qualidade de propriedades que conferem ao suco de laranja,
atributos sensoriais desejaveis sdo demorados, destrutivos de dificil
execugao, permitindo a analise somente de uma amostragem do produto.
Algumas alternativas para controle de qualidade de frutas que € invasivo e
demorado vém sendo propostas por meio de métodos espectroscopicos de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e infravermelho (3)(4). Por outro lado,
€ de grande importancia a avaliagdo também de componentes especificos
presentes em sucos (5).

Os sucos de frutas sdo suspensdes complexas heterogéneas de
particulas grandes nao soluveis, materiais supra-coloidais e coloidais, 0s
quais encontram-se dispersos em uma forma rica de compostos soluveis,
como agucares, acidos organicos, pectinas soluveis, compostos fendlicos e
sais (6). Uma mistura de proteinas, pectina, lipidios, hemicelulose, celulose é
responsavel pela turbidez caracteristica de sucos citricos (7). A perda da
turbidez no suco de laranja é associada pelos consumidores a deterioragao
e considerada um defeito de qualidade, visto que particulas retidas em
suspensao encontram-se relacionadas a cor, sabor, textura e aroma do suco
de laranja (7).

A melhor explicagédo para perda de turbidez em sucos é baseada na
desmetilacdo de pectina pela agdo de enzimas pectinametilesterase (PME)
(7) onde a atividade enzimatica de PME gera cargas negativas na qual forma
geis de pectato de calcio insoluveis com ions de calcio presentes no suco
(7). Os géis de pectato formados podem precipitar levando a turbidez do
suco com eles, causando a clarificagdo do suco de laranja pela perda de

turbidez (8). Desta forma, em sucos de laranja, para inativagdo da PME
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assim como evitar deterioracdo microbiana, € realizado tratamento térmico a
90°C durante 1 minuto (9).

Da mesma forma que a preservacdo da molécula de pectina é
necessaria para manutencao da turbidez desejada do suco de laranja, é
importante monitorar seu conteudo visto que a adicdo de pectina ao suco de
laranja pode causar alteragédo na distribuicdo do tamanho das particulas da
suspensao (10). Entretanto os métodos atuais para determinagéo de pectina
soluvel em agua consistem em analises demoradas, de dificil execugéo e
que geram grande volume de residuos quimicos.

O desenvolvimento de metodologias qualitativas e quantitativas n&o
destrutivas pelo avango de novas tecnologias, automacao e aliadas a analise
multivariada, vém apresentando alternativas inovadoras para analise e
controle de qualidade de alimentos (11).

Entre elas a ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo
(RMN-DT) vendo sendo utilizada em muitas areas da ciéncia e tecnologia de
alimentos (4). O baixo custo de equipamentos de RMN-DT com tecnologia
de ima permanente quando comparado aos de espectrometros de alta
resolucdo que sao caros e sofisticados, além de nao possuirem nenhum tipo
de preparo de amostra, procedimentos de analise simples e rapidos, séo
fatores que vém contribuindo para o crescente uso de técnica de RMN-DT
na analise de alimentos (12). A técnica de RMN-DT vem demonstrando ser
uma importante ferramenta para analise de controle de qualidade de
diversas matrizes alimenticias como leite (13), queijo (14), mel (15), batata
(16) e frutas intactas (17,18).

No mesmo contexto, a espectroscopia de infravermelho vem sendo
uma técnica com destaque por ser um método ndo invasivo para avaliagao
da qualidade de frutos (19). A espectroscopia de infravermelho é capaz de
identificar compostos, baseada na propriedade das moléculas de absorver
luz infravermelha e apresentar grande variedade de movimentos vibracionais
0s quais sdo caracteristicos de sua composigdo (20). Em particular os
espectros de infravermelho médio (MIR) possuem bandas especificas sendo

bastante sensivel a composigdao quimica das amostras (21). Sendo assim a
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metodologia de MIR vem sendo utilizada para determinagdo de agucares,
acidos organicos e polifendis em damasco e maca (22)(23).

Para a industria propriedades relacionadas a qualidade do suco,
como perda de turbidez, representam atuais dificuldades e desafios (24). A
perda da turbidez pode eliminar o suco da comercializagdo gerando um
impacto negativo sobre os produtores e industrias de suco, tornando
importante a avaliagao de propriedades estruturais de turbidez e sua pectina
incorporada (24). Da mesma forma que estudos referentes a aplicagao de
metodologias n&do destrutivas para controle de qualidade de suco de laranja
sdo de grande valia.

Neste trabalho foi avaliado o potencial do uso de medidas nao
destrutivas RMN-DT e MIR por meio de modelos de minimos quadrados
parciais de regressao (PLSR) para predigdo de pectina soluvel em agua em

suco de laranja.

2. Material e Métodos

2.1. Amostras

Duzentos e cinquenta laranjas da cultivar Valencia foram colhidas em
fazendas comerciais da regiao de Matao-SP, Brasil. Foram realizadas duas
colheitas distintas da safra da cultivar, sendo uma colheita feita no més de
novembro de 2015 e outra no més de abril de 2016. Apds higienizagdo dos
frutos, os mesmos foram secos e armazenados em camara fria a 12°C+1,5
com U.R. 80%z=10.

2.2. Ressonéncia magnética nuclear no dominio do tempo (RMN-DT)

O suco extraido de cada laranja foi acondicionado em eppendorf de
2mL e medido individualmente em espectrbmetro SKL-100 (SpinLock)
equipado com ima permanente de 0,23 T (10 MHz para 1H) com 5
centimetros de diametro. Utilizou-se software CONDOR IDE e sequéncia de
pulsos CPMG (Carr; Purcell, 1954; Meiboom; Gill, 1958).
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2.3. Espectroscopia de infravermelho médio (MIR)

O suco de cada laranja foi analisado por infravermelho médio em
triplicata com equipamento Cary 630 (Agilent, Walnut Creek, CA, EUA) com
acessorio (ATR). Inicialmente, 10yl de suco foram colocados em contado
com cristal do equipamento e aplicado vacuo com auxilio de bomba a vacuo
por 3 minutos e 30 segundos com objetivo de secar a amostra e remover a
interferéncia da agua no sinal. Posteriormente a este tempo o vacuo foi
desligado e o espectro foi adquirido. Foram coletados espectros na regido
entre 4000-700 cm™ com uma resolucédo de 4 cm™ com 64 scans cada para

melhorar a relagao sinal-ruido.

2.4 Analises de referéncia

2.4.1.Determinagéo de pectina soluvel em agua

O teor de pectina soluvel em agua no suco de laranja foi determinado
segundo Rouse e Alkins (1955), pelo método do Carbazol. Foi analisado em
duplicata o suco individual de cada laranja, conforme a mesma medida
individual do fruto realizada na analise instrumental. Utilizando a curva
padrdo foi calculada a quantidade de pectina soluvel em agua encontrada

nas amostras de suco de laranja.

2.5 Analise de pectina citrica isolada comercial por RMN-DT e MIR

Conforme os resultados de predicao de pectina soluvel em suco de
laranja por RMN-DT e MIR (ltem 3.3), os mesmos métodos instrumentais
foram utilizados para medir amostras com diferentes concentracbes de
pectina citrica comercial. Utilizaram-se as concentra¢des de 0.1; 0.25; 0.5;
0.75 e 1% de pectina citrica isolada comercial marca Dinamica, adicionadas
a agua milli-Q. As medidas de RMN-DT foram realizadas sob temperatura
controlada nas mesmas condicbes de medida das amostras de suco de
laranja. Da mesma forma, a analise de MIR das solu¢des de pectina utilizou
as mesmas condi¢des de vacuo, volume e tempo de secagem utilizadas nas

medidas de suco de laranja.
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2.6 Analises de dados

No processamento dos dados foram utilizados os sofwares Origin 8.1
(Origin Lab, Northampton, MA, EUA) e Pirouette v. 4.5 (Infometrix, Inc.
Bothell -WA), onde foram calculadas as médias de medidas realizadas em
duplicata de RMN-DT e em triplicata de MIR. Inicialmente foi realizada
analise de componentes principais (PCA) afim de obter uma visdo global da
variacdo dos dados de RMN-DT e MIR e melhor avaliar as variaveis de
melhor correlagao ao longo dos sinais com a medida destrutiva de referéncia

Para os 109 sinais de RMN-DT foi aplicada normalizagdo (0-1),
suavizagado de Savitzky—Golay (ordem 3; largura de janela de 15 pontos) e
mean center como pré-processamento para predi¢cao por PLSR.

Como pré-processamento das 109 medidas espectrais de MIR foi
aplicada segunda derivada (polinbmio de terceiro grau, 15 pontos) e mean-
center. A fim de excluir ruidos para a construgdo dos modelos, uma selegao
de variaveis dos espectros foi realizada incluindo as variaveis entre 417-
1515 e 2403-3486¢cm™ de absorbancia.

Para a construcdo dos modelos de PLSR os dados foram divididos
em 70 e 30%, para composicdo dos conjuntos de calibragcdo e validagéo
externa, respectivamente. Os dados espectrais referentes aos equipamentos
de RMN-DT e MIR compordo a matriz X, contendo nesta as variaveis
independentes. A analise de pectina soluvel em agua compds a matriz Y,
contendo as variaveis dependentes. A analise de PLSR foi aplicada nas
matrizes X e Y a fim de descobrir as correlacbes existentes entre os
espectros e a analises de referéncia. Sobre o conjunto de calibragao foi
observado seu desempenho com teste de validagao cruzada leave-one-out e
sobre o conjunto de validagédo externa (30%) avaliou-se os coeficientes de

correlacao de Pearson (r) e erro quadratico médio (SEP).
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3. Resultados e discussao

3.1. Caracteristicas espectrais: RMN-DT

Na figura 1 observa-se a variagdo amostral de 109 sinais
normalizados de sucos de laranja obtidos por CPMG. Estas variagbes
observadas nos decaimentos encontram-se relacionadas com diferencgas
nos tempos de relaxagao transversal (Tz), a qual sdo dependentes das
caracteristicas amostrais. Desta forma, diferentes composi¢cdes dos sucos
em relacdo ao conteudo de agucar, viscosidade, acidos e vitaminas séo

refletidas nos decaimentos de RMN-DT.

1.0 H
0.8 4
0.6 4

0.4
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0.2+

0.0+

Figura 1. Decaimentos de RMN-DT de sucos de laranja obtidos por CPMG.

3.2. Caracteristicas espectrais: MIR

O perfil espectral de 109 amostras de suco de laranja € observado na
figura 2. Bandas caracteristicas de grupos O-H foram observados entre
3500cm™ e 3073cm™ e foram mantidas para construgdo do modelo. Ainda
sdo observados bandas entre 1790cm™ e 706cm™ a qual sdo associadas a
grupos C=0 e C=C e também bandas em um intervalo entre 1000 e 1500cm”
' associadas a polissacarideos e ligagdes simples, importantes para

construgcao do modelo de pectina soluvel.
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A investigagdo do estado de grupamentos carboxilicos, por meio de
infravermelho possibilita a determinagdo de alguns grupos funcionais dos
derivados pécticos em regides entre 1900cm™ e 1500cm™ (25,26), regiao as
qual aparece em destaque nos espectros de suco de laranja.

Outras regides do espectro de MIR importante para este trabalho sao
observadas entre 1745cm™ e 1606-1639cm™, estas regides podem
determinar o grau de esterificacdo de grupos carbonila da molécula de

pectina e a regido do éster e carboxilato respectivamente (26).

1.0
0.8 4
0.6 4

0.4

Absorbancia

0.2+

0.0+

T T T T T T T T T T T T T T T T
4500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm-")

Figura 2. Espectros de suco de laranja obtidos por infravermelho médio.

3.3 Modelos de predicao por PLSR: pectina soluvel em agua

O modelo de PLSR para pectina soluvel em suco de laranja por meio
de RMN-DT logo na etapa de calibracdo nao apresentou desempenho
satisfatério, pois obteve baixo coeficiente de determinacdo (r=0.47) e
elevado erro padrdo da calibragdo (7.63mg/L). Da mesma forma, os
resultados obtidos na analise de PLSR executada com os dados espectrais
de MIR nao foram satisfatérios, na qual apresentou coeficiente de
determinacao e erro padrdo da calibracdo bastante semelhante ao modelo
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de RMN-DT. Desta forma, em ambos os modelos ndo pode ser feitas

validac&o externa dos dados.

Tabela 1. Desempenho do conjunto de calibragdo em modelos de PLSR
desenvolvidos por RMN-DT e MIR para o conteudo de pectina soluvel em

suco de laranja.

Método r SEC N
RMN-DT 0.48 7.63 109
MIR 0.51 7.49 109

r: coeficiente de correlagdo de Pearson; SEC:

Erro padrdo da validagdo; N: universo

amostral.

Com base na equivaléncia dos valores de pectina soluvel das
amostras, os sucos de laranja analisados foram classificadas com conteudo
de pectina soluvel inferior a 35mg/L, entre 35 e 40mg/L e superior a 40mg/L.
Em seguida foram plotados os espectros de RMN-DT e MIR das amostras
de cada classificagao, onde notou-se que a variagdo do conteudo de pectina
soluvel nao influenciou na variacdo das medidas instrumentais,
permanecendo o0s espectros praticamente inalterados. Esta demonstragao
confirma o mau desempenho dos métodos instrumentais utilizados na

predicdo de pectina soluvel por PLSR.
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Figura 3. Decaimentos de RMN-DT de sucos de laranja com valores

extremos e médios de pectina soluvel.
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Figura 4. Perfil espectral obtido por MIR de sucos de laranja com valores
extremos e médios de pectina soluvel.
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O efeito de substancias pécticas sobre a estabilidade da turbidez de
sucos € inegavel, entretanto sua porgdo é muito pequena (27),
principalmente sucos naturais de laranja apresentam pequeno conteudo de
pectina. Foram encontrados entre as amostras analisadas neste estudo
valores maximos de 58,81mg/L de pectina soluvel em agua.

Neste contexto, € importante salientar a maior proporgcdo de agucares
contidos em sucos de laranja fresco. Em alguns casos, como em suco de
laranja Bahia a porcentagem total de agucares atinge um total de 8.6%,
destes 4.05% de glicose e 4.55% de frutose (28). Além disso, o teor de
acidos organicos também possui destaque na composi¢do do suco de
laranja, visto que acidos organicos, como acido ascorbico, sdo encontrados

em abundancia em citros.

3.4. Analise de pectina citrica isolada comercial por RMN-DT e MIR

Foi testado o potencial de distincdo de amostras com quantidades
diferentes de pectina citrica isolada por meio de RMN-DT e MIR para
observar se a pectina soluvel possui influéncia na variagdo dos dados
instrumentais. Para esta avaliagcdo concentragbes conhecidas de pectina
citrica isolada comercial foram adicionadas a agua milli-Q e medidas sob
temperatura controla em equipamento de RMN-DT e MIR.

Para as menores concentragcbes de pectina citrica isolada os
decaimentos de RMN-DT ficaram mais longos e conforme o aumento da sua
concentragdo houve redugdo dos decaimentos. O aumento nos valores de
T, (Tabela 2) pode ser observado conforme a redugédo da concentragdo de

pectina citrica comercial das amostras analisadas.
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[1 Citric pectin at 27.5°C
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Figura 5.Decaimentos RMN-DT para diferentes concentragcdes de pectina

citrica.

Tabela 2. Correlagao entre concentragdes de pectina citrica e T».

[ ]Pectina Citrica To(s)
1 1.8

0.75 2.08

0.5 2.3

0.25 2.59

0.1 2.68

To=tempo de relaxagao transversal.

Da mesma forma, a analise de infravermelho médio de amostras com
concentragdes conhecida de pectina citrica isolada adicionada a agua milli-Q
sob condicbes de vacuo e tempo controlado, revelou espectros bem
resolvidos, o que permitiu uma discriminacdo das amostras por diferentes
concentragdes de pectina (Figura 5). Os grupamentos funcionais carbonila e
acido carboxilico, especificos da molécula de pectina apresentam-se em
bandas tipicas nas regides 832cm” e 1736cm™ respectivamente (29) e
aparecem em evidéncia nos espectros conforme o aumento da % de pectina
(Figura 5).
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A relagcdo entre o comprimento de onda dos grupos funcionais
carbonila e acido carboxilico e a concentragao de pectina, ainda foi avaliada
com a construgdo de uma curva padrao selecionando a absorbancia dos
grupos funcionais conforme a concentracdo de pectina (Tabela 3).
Observou-se aumento da absorbancia nos respectivos comprimentos de
onda selecionados (Acido Carboxilico 1736cm™ e Carbonila 832 cm™) com o
aumento da concentracdo de pectina. A analise de correlagdo entre a
concentracdo de pectina e absorbancia em 1736cm™ e 832 cm” apresentou
alta correcdo (r=0.97 e 0.98), indicando potencial no uso destas regides para
determinacdo do teor de pectina soluvel utilizando a espectroscopia de
infravermelho médio. Porém é importante salientar que, para amostras como
grandes quantidades de agucares, como suco de laranja, € necessario
executar alguma prévia preparacdo da amostra para remogao destes

acgucares.
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Figura 6.Espectro de MIR para diferentes concentragdes de pectina citrica.
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Tabela 3. Relagdo entre concentracdo de pectina citrica comercial e
absorbancia do Acido Carboxilico e Carbonila.

[ ]Pectina 1736cm™ 832 cm™
0,1 0,02 0,01
0,25 0,05 0,03
0,5 0,14 0,09
0,75 0,22 0,20

1 0,23 0,27

Desta forma, acredita-se que a pequena porgdo de pectina soluvel
encontrada em sucos de laranja natural influenciou no mau desempenho dos
modelos de PLSR por RMN-DT e MIR. Ainda a influencia dos demais
componentes presentes no suco de laranja, como agucares e acidos
organicos, também podem ter interferido na influéncia da variagéo de pectina

sobre os espectros.

4. Conclusao

Os dois modelos de PLSR com elevados valores de erro e baixo
coeficiente de determinagdo n&o demonstraram bom desempenho na
predicdo de pectina soluvel. Entretanto, na analise de pectina isolada, os
métodos nao destrutivos obtiveram melhor desempenho em relagdo aos
modelos de PLSR obtidos com as medidas do suco de laranja.

Para os dois modelos de PLSR desenvolvidos, acredita-se que a
baixa proporcao de pectina soluvel em agua contida no suco de laranja e a
interferéncia de componentes majoritarios, como agucares e acidos
organicos tenham interferido no desempenho da técnica para determinagéo
do componente estudado.

Desta forma, as metodologias nao destrutivas avaliadas neste estudo
podem apresentar potencial para avaliacdo de parametros de qualidade de
suco de laranja, entretanto necessitam de maiores estudos e viabilizagao

em grande escala destas novas tecnologias.
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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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