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RESUMO

Autor: Josilei da Silva Ferreira

Orientadora: Profa. Dra. Fabiola Manhas Verbi Pereira

Estimativa da atividade enzimatica em amostras comerciais de mandioca
utilizando ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo (TD-NMR) e

modelos quimiomeétricos

O objetivo desta dissertacdo de mestrado foi 0 desenvolvimento de um método
nao-invasivo e rapido para o monitoramento dos processos relacionados com a
deterioracdo fisioldégica poés-colheita (PPD), tendo como estudo de caso
amostras comerciais de mandioca néo-resfriadas e resfriadas, utilizando sinais
de TD-NMR em combinacdo com modelos quimiométricos. Os modelos de
classificacdo multivariados se mostraram promissores somente para as
amostras ndo-resfriadas. Um método analitico foi desenvolvido com os sinais
TD-NMR combinados com valores de referéncia provenientes de método padrao
bioquimico e PLS (partial least squares). As figuras de mérito evidenciaram
excelentes limites de deteccdo e de quantificacdo de 0,06 UA-mL?* e de 0,2
UA-mL, respectivamente. A sensibilidade foi de 0,4 [intensidade (u.a.)/( UA-mL-
11 e o erro padrdo de validagdo cruzada de 0,7 UA-mL* para o modelo que

considera os dois tipos de amostras no mesmo conjunto de dados.



ABSTRACT

Author: Josilei da Silva Ferreira

Advisor: Prof. Dr. Fabiola Manhas Verbi Pereira

Estimation of enzymatic activity in commercial samples of cassava using time

domain nuclear magnetic resonance (TD-NMR) and chemometric models

The objective of this master's thesis was the development of a non-invasive and
rapid method for the monitoring of processes related to post-harvest physiological
deterioration (PPD), having as case study commercial samples of non-
refrigerated and refrigerated cassava using TD-NMR signals in combination with
chemometric models. The multivariate classification models were promising only
for the non-refrigerated samples. An analytical method was developed with TD-
NMR signals combined with reference values from standard biochemical and
partial least squares (PLS) methods. The merit figures showed excellent
detection and quantification limits of 0.06 UA-mL™* and 0.2 UA-mL%, respectively.
The sensitivity was 0.4 [intensity (a.u.)/(UA-mL1] and the standard error of cross-
validation (SECV) of 0.7 UA-mL™ for the model considering the two types of

samples in the same set of data.
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1 INTRODUCAO

Processos de deterioracdo fisiolégica em leguminosas causados por
impactos durante o tranporte ou manipulacdo sao dificeis de serem reconhecidos
pelo consumidor final devido a presenca da casca nestes alimentos.

A raiz de mandioca e a batata-doce, por exemplo, apresentam uma rapida
reacdo de escurecimento (FAO, 1995; RICKARD, 1985) devido a presenca de
enzimas, principalmente as peroxidases (POD, E.C.1.11.1.7.), que atuam na
recuperacédo e prevencao de infeccbes em partes lesionadas destas leguminosas
(HIRAGA, 2001; ISAMAH, 2004) que podem estar sob a casca. Os produtos dessas
reacoes tem influéncia direta nas propriedades organolépticas do alimento, tais
como odor, textura e sabor (BRITO et al., 2005).

Os métodos tradicionais empregados na analise de alimentos sao
geralmente laboriosos, podendo levar de horas ou até dias para serem executados,
geram grandes quantidades de residuos toxicos e consistem em destruir a amostra
(FREITAS et al, 2008; RAMOS et al, 2013; RICKARD, 1985; ZANATTA,
ZOTARELLI; CLEMENTE, 2006). Além disso, a maioria deles exigem
equipamentos dedicados e especificos que monitoram apenas uma propriedade de
interesse, como € o caso nas medi¢cdes de atividade de agua, teor de sdlidos
soluveis totais, umidade, lipidios, dentre outros.

Estudos ja consolidados reportam relevancia na utilizacdo da ressonancia
magnética nucelar (NMR) para caracterizar e determinar a composi¢éo de raizes
de mandioca (IULIANELLI; TAVARES, 2011; YI et al.,, 2011). Contudo, esses
estudos se concentram na utilizacdo de NMR em alto campo, no dominio de
frequéncia, que apresenta um elevado custo de operacdo e de manutencédo, além
de demandar grandes periodos de tempo, necessitando na maior parte das vezes
um preparo rigoroso da amostra, como por exemplo, na extragdo dos componentes
de interesse para fase liquida ou em processos de purificagcdo (ATTA-UR-
RAHMAN; CHOUDHARY, 2015; DEFERNEZ et al., 2017).

A ressonancia magneética nuclear no dominio do tempo (TD-NMR), por outro
lado, € uma técnica analitica ndo-invasiva empregada habitualmente no controle de

qualidade de 6leos e sementes, na determinacdo de umidade em alimentos e no
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estudo de propriedades relacionadas a processos de difusao molecular (ATTA-UR-
RAHMAN; CHOUDHARY, 2015; BLUMICH, 2016; GUTHAUSEN, 2016; KIRTIL et
al., 2017; MARCONE et al., 2013; TODT et al., 2001).

A TD-NMR possibilita alta frequéncia analitica com baixos custos de
operacdo e manutencdo, facilidade na aquisi¢cdo dos sinais com preparo minimo de
amostras, sendo possivel a geragéo de sinais também em alimentos embalados.
Ainda, em contraste aos métodos tradicionais em analise de alimentos, esta técnica
analitica de andlise direta pode ser combinada com modelos multivariados para
prever mais de um parametro (PEREIRA; HASHIMOTO,; et al., 2015; PEREIRA,
REBELLATO; et al., 2015).
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2 OBJETIVOS

Este estudo de mestrado teve como objetivo principal o desenvolvimento de
um método analitico para avaliar parametros relacionados com a deterioracao
fisiolégica em alimentos solidos utilizando a técnica TD-NMR combinada com
ferramentas quimiométricas, utilizando como estudo de caso amostras comerciais

de mandioca. Os objetivos especificos foram:

e Avaliar o potencial da TD-NMR para diferenciar estagios de deterioracéo

fisiolégica em amostras comerciais de mandioca ndo-resfriadas e resfriadas;

e Utilizar os sinais de TD-NMR combinados com valores de referéncia de um

meétodo padrao bioquimico para a previsao da atividade enzimatica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Mandioca

3.1.1 Origem e taxonomia

A mandioca (manihot esculenta, Crantz) é uma raiz tuberosa comum a
regides tropicais amplamente utilizada na alimentacdo humana por ser uma
excelente fonte de carboidratos (FARIAS et al.,, 2006; UARROTA, 2015). A
composicao centesimal estimada é de 60% de massa Umida, 36% de carboidratos
na forma de amido e os demais constituintes distribuidos entre proteinas, fibras e
minerais (NEPA - NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISAS EM ALIMENTAQAO,
2011).

A maniva, como € chamada a planta, € um arbusto perene pertencente a
familia Euphorbiaceae que se desenvolve mesmo em solos com uma variedade de
deficiéncias. A suposi¢cdo mais aceita € de que sua origem tenha ocorrido no sul da
Amazonia brasileira e que foi domesticada pelos habitantes locais ainda no periodo
pré-historico, sendo disseminada até a regido da mesoamérica (AKINPELU, A O,
L. E.F. AMAMGBO, A.O. OLOJEDE, 2011; FAO, 2013; OLSEN; SCHAAL, 1999).
Esta notavel adaptabilidade torna a mandioca uma das mais promissoras culturas
na solugcdo para o problema da seguranca alimentar de regides pobres,
especialmente as mais aridas (FAO, 2013; PRAKASH, 2013). Além disso, desde
gue nao tenha sido colhida, a mandioca pode ficar armazenada no solo por um

longo periodo de tempo até que seu consumo seja necessario (UARROTA, 2015).

3.1.2 Caracteristicas socioecondmicas

Ainda no periodo colonial a mandioca era um dos principais alimentos nas
embarcacdes que levavam mercadorias das américas para o continente europeu,
sendo estocadas como farinha ou paes (SUPER, 1984). Durante esta época

também houve a insercédo da cultura de mandioca em solo africano, onde se tem
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atualmente a maior producéo da raiz (AKINPELU, A O, L. E.F. AMAMGBO, A.O.
OLOJEDE, 2011; FAO, 2013).

Segundo dados da FAO, em 2016, (Figura 1), a Nigéria se consolidou como
0 maior produtor de raizes de mandioca ho mundo, sendo responsavel por 20,6%
das mais de 277 milhdes de toneladas de raizes de mandioca produzidas
mundialmente, seguido por Tailandia (11,2%), Brasil (7,6%), Indonésia (7,5%), e

Republica Democratica do Congo (5,3%).

Figura 1. Producdo mundial e dos maiores produtores de raizes de mandioca
no mundo segundo dados da FAO (2016).
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A mandioca € um alimento amplamente consumido. Estima-se que a raiz e
seus derivados seja a base alimentar de cerca de 800 milhdes de pessoas no
mundo, sendo a quarta fonte de carboidratos mais consumida, estando em
desvantagem apenas para o milho, o trigo e o arroz que ocupam os 1%, 22 e 32
posicoes, respectivamente (AKINPELU, A O, L. E.F. AMAMGBO, A.O. OLOJEDE,
2011; FAO, 2013; PRAKASH, 2013). Além disso, cabe destacar ainda 0 seu uso na
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alimentacdo de animais e na producdo de combustiveis por meio de sua biomassa
rica em amido (OZOEGWU et al., 2017; PRAKASH, 2013).

Enquanto que sua producdo no continente africano esta voltada
principalmente para subsisténcia familiar e abastecimento do mercado de
alimentos, uma crescente demanda pelas raizes de mandioca tem surgido na Asia
como alternativa energética para os combustiveis fosseis (ADENLE; MANNING;
AZADI, 2017; OZOEGWU et al., 2017). Paises como China, Republica da Coreia e
Japao, sdo grandes importadores do produto e apostam no desenvolvimento de
novas tecnologias para o aproveitamento da biomassa da mandioca na producéo
de etanol.

O Brasil é responsavel por cerca de 74% das raizes mandioca produzidas
na Ameérica do Sul (FAO, 2016) e, embora o cultivo seja comum a todas as regides
do pais, a maior quantidade desta é cultivada nas regides norte e nordeste do pais
(CONAB, 2017). A regiao Norte do pais, além de ser a maior produtora, € também
onde se encontra a maior parcela das raizes destinadas ao consumo humano. No
Nordeste, o cultivo de mandioca, além de servir a alimentacdo humana, também é
destinado a suprir a demanda para a alimentacdo animal, enquanto que nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste a maior parcela é destinada a producéo de farinha e
fécula de mandioca (NETO, CALIXTO ROSA; MARCOLAN, 2010).

3.1.3 Deterioracao fisiolégica pés-colheita (PPD)

Apesar de apresentar elevado valor nutricional e econdmico, uma das
principais caracteristicas que ainda torna o cultivo da mandioca dispendioso é a
rapida deterioracdo fisiolégica pds—colheita (PPD) (FAO, 1995; ISAMAH, 2004;
UARROTA, 2015). Isto se deve a um complexo mecanismo de sinalizacdo e
expressao genética no qual pode-se destacar a formagéo de espécies reativas de
oxigénio e o0 aumento na atividade de enzimas, dentre as quais podemos citar as
peroxidases. Esta enzima atua no processo de reparo dos tecidos lesionados de
leguminosas (DJABOU et al., 2017; REILLY et al., 2004; ZAINUDDIN et al., 2017).

O termo peroxidase se refere a um vasto grupo de oxirredutases que utilizam
peréxido de hidrogénio como espécie oxidante para uma variedade de substratos
organicos (DIXON; WEBB, 1964). A maior parte das peroxidases contém um grupo
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prostético heme, sitio em que ocorre a reducdo de peréxido de hidrogénio e
oxidacdo do substrato, assistido por residuos de histidina e arginina (DUNFORD,
1999). A superfamilia da peroxidase-catalase ¢ um grupo de hemeperoxidases de
grande importancia na fisiologia das plantas e é geralmente subdividida em trés
classes segundo a sua atuacéo. A classe |, das denominadas peroxidases de
origem procaridtica, atuam principalmente na remocéo de peréxido de hidrogénio
intracelular. A classe Il, das peroxidases dependentes de manganés (que possuem
manganés como centro metalico no grupo heme), lignina peroxidases e
peroxidases versateis, atuam principalmente na decomposicdo da lignina. E as
peroxidases de classe Ill, ou peroxidases secretadas por plantas, atuam em uma
variedade de setores, incluindo lignificacdo, suberizacéo, defesa contra patdgenos,
recuperacédo de ferimentos, dentre outros (HIRAGA, 2001; UARROTA, 2015).

A seguir é representada as etapas de atuacdo de uma peroxidase.
Inicialmente (1), por meio de seu centro metalico, a enzima em sua forma natural
(NP) quebra a molécula de peréxido formando agua e um composto intermediario
(Composto 1) contendo o fon ferrilo (Fe**=0). Em seguida (2), ocorre a oxidacdo
de um substrato organico AH pelo Composto 1, gerando uma espécie radicalar A e
uma segunda espécie intermediaria (Composto 2). Esta segunda espécie
intermediaria reage com outra molécula AH (3), formando uma espécie radicalar A
e agua, restaurando a enzima a sua forma natural. O sumario da reacédo (4) é a
transferéncia de elétrons do substrato a AH para a molécula de peréxido (BELITZ;
GORSCH; SCHIEBERLE, 2009; DIXON; WEBB, 1964; LI; POULOS, 1994).

NP + H,O, — Composto 1 + H,O Reacéo (1)
Composto 1 + AH — Composto 2 + A- Reacéo (2)
Composto 2 + AH —- NP + A- + H,O Reacéo (3)
H,O, + 2AH — 2H,0 + 2 A: Reacéo (4)

Desta forma, para reduzir o peroxido de hidrogénio acumulado no interior
dos tecidos, ha um aumento na atividade de peroxidases que atuam na oxidacao

da matéria organica disponivel, principalmente acidos graxos, sendo em parte
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responsaveis pelo escurecimento da raiz (FAO, 1995; ISAMAH, 2004; RICKARD,
1985).

Em um estudo realizado por Isamah, 2004, foi verificado que este incremento
na atividade de peroxidase ocorreu nas primeiras 24 horas apos a colheita, seguida
de uma reducédo gradual que pode estar relacionada com a diminuicdo nos niveis
de Ca*? (DJABOU et al., 2017), sendo um forte indicio do processo de PPD, uma
vez que os ions de calcio apresentam grande importancia como cofatores

enzimaticos e na constituicdo da parede celular de células vegetais.

3.2. Principios da ressonancia magnética nuclear

O fendmeno de ressonancia magnética nuclear foi primeiramente observado
pelo holandés Pieter Zeeman, que descreveu um comportamento diferente de
alguns elementos quando sob o efeito de um campo magnético externo (BETTEN;
COLLEGE, 2004). Tal descoberta foi reconhecida com o prémio Nobel de fisica em
1902 a Zeeman. Contudo, a tecnologia para o estudo da ressonancia magnética
nuclear sé ficou disponivel 50 anos depois, com o desenvolvimento do primeiro
instrumento de NMR pelos fisicos Bloch e Purcell, se tornando em pouco tempo
umas das ferramentas de maior importancia na elucidacdo de estruturas
moleculares (BETTEN; COLLEGE, 2004; FIELD; STERNHELL; KALMAN, 2008).

O emprego das técnicas de NMR é possivel em virtude de alguns ndcleos
atdmicos apresentarem momento de dipolo magnético, qual € associado a um
campo magnético correspondente. Em geral, os ndcleos que podem ser
observados em NMR sao aqueles que possuem numero quantico de spin ()
diferente de zero. Isto ocorre porque 0s nucleos que possuem spin nulo nao

interagem com campos magnéticos, uma vez que nao possuem momento de dipolo
- , . ~ 1
magnético. Os nlcleos mais explorados sdo !H, 13C, 3P e '°F, ambos com I=

(BLUMICH, 2016; FIELD; STERNHELL; KALMAN, 2008).

Para que o fendmeno de NMR seja detectado, € necessario orientar 0s spins
dos nucleos a serem estudados impondo um campo magnético externo e constante
Bo, consequentemente o alinhamento dos spins nucleares gera uma magnetizacéo

macroscopica Mo (Figura 2). Em seguida é aplicado um pulso de radiofrequéncia
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que ira reorientar, sob a agdo de um campo magnético oscilante Bi1, 0s spins dos
ndcleos e deslocar a magnetizagdo Mo em determinado angulo 6 (Figura 3). Uma
vez cessada a aplicacdo do pulso de radiofrequéncia os spins dos nucleos tendem
a se reorientar ao campo Bo estético, sendo o sinal observado na forma de um
decaimento exponencial, conhecido por decaimento livre de inducéo (FID). Este
fenbmeno € denominado relaxacdo e pode se dar simultaneamente de duas
formas, a relaxacao longitudinal (processo de caracteristica entalpica, decorrente
da interacdo com a rede) e a relaxacdo transversal (processo de caracteristica
entrépica, decorrente da interagcdo spin-spin). Estes processos séo referidos como
T1 e T2, respectivamente (BLUMICH, 2016; FIELD; STERNHELL; KALMAN, 2008).

Figura 2. Representacdo vetorial do alinhamento dos spins nucleares ao
campo estatico Bo resultando na magnetizagdo macroscopica Mo.
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Figura 3. Representacdo vetorial do deslocamento da magnetizacéo
macroscopica (Mo) em um angulo 6 pela agdo de um campo magnético B
resultante da aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia.

B,

B,

A

O tempo de relaxacao transversal (T2) é da ordem de milissegundos a

poucos segundos, enquanto que a magnitude do tempo de relaxacao longitudinal
(T1), pode ser maior, chegando a alguns minutos (VENANCIO et al., 2005).
Atualmente, a maneira mais usual de se obter T2 € a partir de uma sequéncia de
pulsos Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) e para T1 tem sido empregado 0 método
de precessao livre de onda continua (CWFP) (VAN DUYNHOVEN et al., 2010;
VENANCIO et al., 2005).

A popularidade no emprego da sequéncia CPMG para a determinacéo dos
valores de T2 esta, principalmente, relacionada a falta de homogeneidade nos
campos magnéticos alcancados nos equipamentos tipicamente empregados para
estudos de relaxometria. A baixa homogeneidade dos campos magnéticos resulta
numa maior defasagem entre isocromatas e, consequentemente, no sinal FID é
observado um decaimento (T2*) muito mais rapido do que o esperado
(MELEDANDRI; BROUGHAM, 2012). O método por CPMG, por outro lado,
consiste na aplicagdo de um pulso de radiofrequéncia em 90° no eixo y’, seguida
da aplicacdo de pulsos alternados de 180° no eixo X’ que corrigem a defasagem
entre as isocromatas, resultando em ecos de ressonancia, quais a amplitude
diminui com uma constante de tempo igual a T2. (BLUMICH, 2016; KIRTIL et al.,
2017; VAN DUYNHOVEN et al., 2010).
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3.3 TD-NMR e quimiometria na analise direta de alimentos

O primeiro marco na inser¢cdo da TD-NMR na industria de alimentos ocorreu
na década de 1970, fruto da parceria entre a Brucker Physik (Alemanha) e da
Unilever (Paises Baixos) (TODT et al., 2001; VAN DUYNHOVEN et al., 2010). O
resultado desta cooperacdo foi o desenvolvimento de um instrumento capaz de
determinar a razéo sélido/liquido ne composicao de gorduras (SFC), método hoje
consolidado como referéncia internacional para esta finalidade (AOAC, 1990;
AOCS, 2017). Isto se deu em parte ao esgotamento do método tradicional por
dilatometria, que era mais demorado e fornecia resultados menos precisos (VAN
DUYNHOVEN et al., 2010).

Na década de 1980, outras potencialidades da técnica de TD-NMR
comegaram a surgir, como por exemplo a determinacdo simultdnea dos teores de
6leo e umidade em oleaginosas, um outro método reconhecido pela comunidade
internacional, e na determinacdo do tamanho de goticulas de 6leo e agua em
diferentes emulsdes, levando ao desenvolvimento dos primeiros equipamentos de
bancada para uso industrial no controle e garantia da qualidade (TODT et al., 2006).

A aplicacdo da TD-NMR para determinar simultaneamente os teores de 6leo
e umidade € possivel em virtude de estes dois componentes apresentarem
magnitudes de tempos de relaxacdo bastante distintas, sendo possivel determinar
os dois componentes por meio de sequéncias de pulso especificas (TODT et al.,
2001, 2006). Entretanto, uma limitacdo deste método € observada para amostras
com grande quantidade de agua livre, pois neste caso os dois componentes nao
sao bem resolvidos apenas pelo tempo de relaxacdo (TODT et al., 2001, 2006).
Uma solucéo a esta limitacdo surgiu com a utilizacdo de campos gradientes (PFG)
de modo que a mobilidade das moléculas passaria a ter uma funcéo principal na
medida do teor de Odleo para amostras com esta caracteristica (ATTA-UR-
RAHMAN; CHOUDHARY, 2015; TODT et al., 2006).

A avaliacéo da distribuicdo no tamanho de goticulas dispersas em emulsées
€ um outro parametro de grande interesse na industria de alimentos. O tamanho
das goticulas de agua dispersas em o6leos e gorduras, por exemplo, podem
influenciar de maneira drastica na conservacdo do alimento, deixando-o mais ou

menos suscetivel a contaminagcdo por microrganismos (TODT et al.,, 2001). O
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método tradicional para esta determinacdo €& a contagem de goticulas em
microscopio, o que consome uma grande quantidade de tempo e demanda a
manipulacdo da amostra, alterando suas caracteristicas fisicas em virtude da
necessidade de espalhar a amostra entre duas laminas de vidro, além disso, o
analista também deve levar em consideracdo o tamanho das goticulas na
contagem, resultando em uma certa subjetividade na andlise. Em contrapartida,
empregando a TD-NMR ¢é possivel estimar este parametro sem a necessidade do
preparo da amostra pelo método de pulsos em campo gradiente (PFG). Para isto €
realizada a andlise da difusao restrita de moléculas de agua, de modo que, 0s sinais
de NMR para as moléculas de agua nas goticulas séo registrados em funcéo da
separacao temporal de dois pulsos de campo gradiente, de modo que um aumento
na separacao implica na diminuicdo da amplitude do sinal. Como apenas o0s sinais
provenientes das moléculas de agua sao de interesse para a analise, € necessario
que se faca a supressdo do sinal proveniente do 6leo. A aplicacdo de campos
gradientes é bastante Util para a separacdo de sinais de componentes que
apresentam tempos de relaxacdo similares, mas que possuem coeficientes de
difusado diferentes (GUTHAUSEN, 2016; TODT et al., 2001; VAN DUYNHOVEN et
al., 2010).

Ainda nos anos 90, os primeiros equipamentos portateis para utilizacdo em
controle de qualidade de produtos embalados comecaram a ser desenvolvidos e
recentes avan¢os no arranjo dos imas possibilitaram um aumento na robustez e
sensibilidade dos aparelhos mais novos. Outro aspecto de grande interesse para a
industria de alimentos é a incorporacdo de equipamentos online para
monitoramento em cadeias de producdo. O conceito para a implementacéo deste
meétodo é o emprego de um campo continuo de radiofrequéncia e a translacdo da
amostra para a obtencéo do sinal de TD-NMR, para a obtencé&o tanto de T1 quanto
T2 por meio das sequéncias de pulso usuais, contudo esta realidade ainda néo é
encontrada além da pesquisa académica (TODT et al., 2001; VAN DUYNHOVEN
et al., 2010).

Desde entdo, a TD-NMR tem conquistado um espago cada vez maior no
estudo das propriedades dos alimentos (KIRTIL et al., 2017), em especial para o
controle de qualidade, se tornando também uma ferramenta de grande interesse

académico e ndo apenas no ambito industrial. Nas ultimas duas décadas, se
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observa uma grande tendéncia no emprego da TD-NMR combinada com recursos
da quimiometria para explorar o carater multivariado da técnica. Nestas
aproximacodes, em geral, é feita a correlacéo do sinal obtido com parametros fisico-
quimicos ou composicdo dos materiais de interesse (VAN DUYNHOVEN et al.,
2010). A PCA é uma das ferramentas mais usadas para a verificacdo da existéncia
de padrdes nos conjuntos de dados obtidos por TD-NMR, podendo inclusive ser
empregada na construcdo de regressdes para parametros de qualidade, embora
uma outra ferramenta, a regressdo PLS, atualmente, seja mais utilizada e
apresente melhores resultados para esta finalidade (FERREIRA, 2015; KUMAR et
al., 2014; MILLER; MILLER, 2010; NETO, BENICIO DE BARROS; SCARMINIO;
BRUNS, 2006).

A combinacado entre TD-NMR e quimiometria foi utilizada por Santos et al.,
2017, para a investigacao de adulteracdo de amostras de azeite de oliva com 6éleo
de soja. Isto € possivel porque a diferenca na propor¢cdo dos acidos graxos que
compde um O6leo resulta numa diferenciacdo nos valores de T2 observados
(DIEFFENBACHER; POCKLINGTON, 1991; MARCONE et al., 2013). O estudo
ilustra curvas de decaimento CPMG nas quais as amostras que contém apenas
azeite de oliva apresenta tempos de relaxacdo maiores enquanto que as amostras
de Gleo de soja apresentam tempos de relaxacdo menores e, ainda, que o resultado
de uma mistura entre 6leo e azeite apresenta decaimentos intermediarios de acordo
com a proporc¢ao azeite/6leo, o que pbéde ser melhor averiguado com a PCA. Além
disso, com o emprego de um modelo SIMCA construido, foi detectada adulteragédo
de marcas comerciais de azeite com 6leos ricos em acidos graxos poli-insaturados,
0 que se comprovou com um estudo de NMR de alta resolucdo. Outro ponto de
grande destaque foi a realizacdo das medidas de TD-NMR sem a violacdo da
embalagem, um dos atrativos da técnica (PEREIRA; REBELLATO; et al., 2015;
SANTOS, POLIANA M. et al., 2017).

Um outro potencial da técnica de TD-NMR esta na inspecdo da qualidade
pos-colheita de produtos vegetais (KHAN et al., 2016; RIBEIRO, 2008). Trabalhos
reportam o sucesso no emprego da TD-NMR em combinacdo com modelos de
regressao PLS para a determinacéo de propriedades de interesse na qualidade do
milho (SHAO,; LI, 2012) e na determinagdo de parametros sensoriais em suco de
laranja em frutos intactos (BIZZANI et al.,, 2017; FLORES et al., 2016). Esta



30

possibilidade foi explorada por Pereira et al., 2013, para correlacionar os sinais de
TD-NMR com o teor de sélidos sollveis totais na construcdo de um modelo de
classificagcdo multivariado com a técnica SIMCA para avaliar a docura de ameixas
frescas. No estudo realizado por Flores et al., 2016, foi possivel de se correlacionar
o decaimento CPMG de laranjas aos seus teores de sélidos sollveis totais (TSS)
por meio do método de regressdo PLS. O TSS é um parametro de grande
importancia por estar relacionado a dogura de frutos, embora outros fatores, como
o pH, exercam grande influéncia na percepcao sensorial (FLORES et al., 2016).
Desta forma, a TD-NMR destaca-se como uma ferramenta promissora para
0 controle da qualidade de uma extensa variedade de alimentos, apresentando
excelentes resultados em analise rapidas e ndo invasivas e, ainda, podendo ser
combinada com ferramentas quimiométricas de classificacdo e/ou calibracéo

multivariada com o objetivo de extrair o maximo de informacdes uteis.
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4 PARTE I: AVALIACAO DO ESTADO DE DETERIORACAO DAS RAIZES DE
MANDIOCA EMPREGANDO SINAIS DE TD-NMR E MODELOS
QUIMIOMETRICOS

Nesta primeira parte foi abordada a potencialidade dos sinais de TD-NMR
para diferir estagios de deterioracdo de amostras comerciais nao-resfriadas e
resfriadas de mandioca. Os experimentos a seguir envolveram testes de exposi¢ao

ao ar e posterior medidas com a TD-NMR.

4.1 Materiais e métodos

4.2.1 Amostras

Para esta proposta, foram consideradas 4 amostras de mandioca néao-
resfriadas e estocadas a temperatura ambiente e 3 amostras comerciais resfriadas
oriundas de comércios locais (Araraquara/SP) e das cidades de Sao Carlos/SP e
de Mogi Mirim/SP. Cada amostra ndo-resfriada foi lavada, seca com papel
absorvente para remocao do excesso de agua da lavagem, descascada, triturada
utilizando um processador de alimentos domeéstico HC32 120 W (Black&Decker,
Uberaba, Brasil) e fracionada em 24 subamostras de 10 g. As amostras resfriadas
foram diretamente trituradas e fracionadas em 24 subamostras de 10 g, uma vez
gue ja sdo comercializadas limpas e sem casca.

As medidas para avaliacdo dos estagios de deterioracdo fisiologica das
amostras foram efetuadas no primeiro dia (NO), apds 24h (N24), 48h (N48) e 72h
(N72), a Figura 4 ilustra a sequéncia de preparo da amostra, bem como as frages

utilizadas para cada periodo.
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Figura 4. Esquema de obtencédo dos dados para a finalidade de construcéo
dos modelos de classificagdo multivariada para avaliacdo do estagio de PPD
em raizes de mandioca n&o-resfriadas.
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A diminuig¢do do numero de amostras em periodos de 24 horas corresponde a utilizagdo destas para
obteng¢do dos valores de referéncia para atividade enzimdtica, discutidos na seg@o 5.

4.2.2 Obtencgao do sinal de TD-NMR

As medidas com a TD-NMR foram realizadas em um instrumento de
bancada SLK 200 (Spinlock Magnetic Resonance Solutions, Cérdoba, Argentina)
gue possui imd permanente de 0,27 T com frequéncia de 11,3 MHz para 'H. Uma

sonda de 32 mm em diametro e 32 mm em altura foi utilizada para as medidas das

amostras. Os parametros utilizados na sequéncia CPMG foram g=11,56 S,

m=19,6 us e 1500 ecos com 1=600 ps. Cada sinal foi resultante de uma média de

quatro varreduras. A temperatura foi mantida constante a 23°C.

4.2.3 Tratamento dos dados

A ferramentas quimiométricas aplicadas neste estudo estdo disponiveis no

programa computacional Pirouette 4.5 rev. 1 (Infometrix, Bothell, WA, EUA).
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4.2 Resultados e discussao

As curvas normalizadas tipicas dos decaimentos CPMG para as raizes de
mandioca ndo-resfriadas e resfriadas podem ser verificadas nas Figuras 5 e 6. Os
valores de T2 estimados para os tempos de 0, 24, 48 e 72 h, respectivamente
ficaram entre 0,2 e 0,02 s para ambos os tipos de amostras. Estes valores de T2
levam em consideracdo uma Unica componente exponencial (de maior valor). Pode
ser observado que, com o passar do tempo e 0 avanco da degradacéo fisiolégica,
principalmente para amostras N72, os decaimentos exponenciais foram bem mais
rapidos do que para os outros tempos.

Isto € de se esperar uma vez que a intensidade dos sinais de TD-NMR
obtidos pela sequéncia CPMG estéo relacionados a variacbes na no contetudo de
agua presente no alimento (KIRTIL etal., 2017; SANTOS, POLIANA M. etal., 2014)
e, durante a PPD, h& perda de umidade e espécies volateis para o ambiente
(COLESTINO, 2010; ZAINUDDIN et al., 2017). Os valores de variacdo de massa

das amostras durante o estudo corroboram com esta ultima informacéo.

Figura 5. Curvas normalizadas tipicas dos decaimentos CPMG para amostras
de mandioca ndo-resfriadas.
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Figura 6. Curvas normalizadas tipicas dos decaimentos CPMG para amostras
de mandioca resfriadas.

1,0
<
@ 0,8 4
5
®> 0,6-
©
@
©
c
=) 014_.
p .
©
T .
©
n 0,24
C
g
=
0,0
0,0 0,3 0,6 0,9
Tempo (S)

Na Tabela 1, podem ser verificados os valores de perda de massa relativa
onde € possivel observar que a perda de massa para as amostras N72 foi da ordem
de 3 vezes maior em relacao as N24. Por outro lado, nas amostras resfriadas esta
variacdo foi mais acentuada; esta diferenca pode ser atribuida ao tempo de pos-
colheita que pode ser inferido como maior em comparacao aquelas ndo-resfriadas
e ainda a condicao de resfriamento, dado que o abaixamento da temperatura pode
provocar o colapso das células vegetais pela formacéo de microcristais de gelo e
pelo comprometimento da membrana celular, que favorecem a desidratacdo dos
tecidos (QUEIROZ, 1997).

Tabela 1. Perda de massa relativa, em relagéo ao tempo zero, registrada para
amostras nao-resfriadas e resfriadas apos os periodos de 24, 48 e 72 h.
Valores médios (%)

Tempo (h) Nao-resfriadas (n=36) Resfriadas (n=18)
24 5,27+1,91 4,52+2,25
48 10,79+4,72 12,33+0,87

72 17,61+6,06 17,69+1,60




35

Os valores de desvios padrao observados para as amostras nao-resfriadas
podem estar relacionados as diferencas na composi¢cao das raizes em decorréncia
da sua variedade e origem de producéo. Para as amostras resfriadas esta variacao
pode ter sido menor em virtude do processamento anterior ao acondicionamento
das raizes nas embalagens, como o uso de substancias conservantes, ou ainda o
préprio processo de resfriamento (RAMOS et al., 2013; RINALDI et al., 2010).

O estudo se restringiu a 72h de exposicdo pelo fato de as curvas de
decaimento CPMG se apresentarem muito ruidosas apos este tempo, uma vez que
era nitido o estagio de PPD estar bem avancado. A Figura 7 ilustra curvas tipicas
de decaimento CPMG para amostras de mandioca apés 96 horas de exposi¢cdo ao

ar.

Figura 7. Curvas normalizadas tipicas dos decaimentos CPMG para amostras
de mandioca ap6s 96 horas de exposicdo ao ar atmosférico.
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Os dados obtidos para a 4 raizes nao-resfriadas testadas nesta etapa foram
avaliados com uma andlise exploratoria pela PCA para verificar possiveis
tendéncias. Assim, os sinais foram previamente normalizados pelo primeiro eco

correspondente ao primeiro sinal que é o mais intenso, conforme mostrado nas
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Figuras 5 e 6 e, posteriormente, centrados na média. Desta forma, foi construida
uma matriz X com 240 linhas e 1500 colunas (240x1500), onde 240 é o numero de
amostras e 1500 sdo o numero de variaveis independentes, correspondentes aos
valores de tempo em que os 1500 ecos foram adquiridos.

O grafico de scores (Figura 8.a) mostra que houve uma tendéncia na
separacao pela PC1, com 92 % de variancia explicada entre os dias de exposi¢éo,
apos 48h de exposicado ao ar. Nos tempos de 48 e 72 h, a separacao pela PC1 é
muito mais evidente, o que foi relacionada com diferencas entre os tipos de
amostras (DJABOU et al., 2017; UARROTA, 2015). A PC 2, com cerca de 7% da
variancia explicada, evidencia que as amostras ficaram separadas em virtude dos
periodos de exposicdo ao ar. As amostras nos tempos de 0 e 24 h ficaram
agrupadas e com pouca separacao, contudo as amostras nos tempos de 48 e 72 h
apresentaram uma separagdo mais significativa. Com estas informacdes foi
possivel verificar que as amostras NO e N24 eram bem similares frente aos sinais
de TD-NMR configurando um grupo de amostras e aquelas N48 e N72 outro grupo.

Pelo grafico de loadings (Figura 8.b) verifica-se que os valores de loadings
da PC1 estao relacionados aos maiores tempos de relaxacdo e aqueles dada PC2
estdo relacionados aos tempos de relaxacdo menores, indicando diferencas de
umidade entre as amostras do grupo 1 (NO e N24) e grupo 2 (N48 e 72), visto que

a separacao de acordo com a PPD foi pela PC2.



37

Figura 8. Gréficos de scores (a) e loadings (b) da PCA para os dados de TD-
NMR das amostras de mandioca néo-resfriadas, evidenciando a separagao pelo
tempo de exposi¢cao ao ar atmosférico.
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Com base na tendéncia de agrupamento pelos dias de exposi¢ao observada
na PCA para as amostras de mandioca néo-resfriadas, foram propostos modelos

de classificagdo com o intuito de verificar a possibilidade de utilizac&o dos sinais de
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TD-NMR para avaliacdo da PPD. A classe utilizada foi o periodo de exposicéo ao
ar, considerando os dois grupos, que a partir daqui serdo denominados de nivel 1,
para o grupo 1 das amostras NO e N24 e de nivel 2 para o grupo 2 para aquelas
N48 e N72.

O conjunto de dados para esta proposta consistiu de um total de 240
amostras, sendo 192 incluidas no conjunto de treinamento, gerando uma matriz
192x1500 e 48 utilizadas no conjunto de validagao, gerando uma matriz 48x1500.
As ferramentas empregadas para o calculo dos modelos foram KNN, SIMCA e PLS-
DA.

O desempenho dos modelos de classificacdo foram avaliados com os
seguintes parametros: de sensibilidade (Equacéo 1), seletividade (Equacéo 2) e
exatiddo (Equacdo 3) (FERREIRA, 2015; OLIVERI, 2016; PEREIRA et al., 2013).
A sensibilidade esté associada a capacidade do modelo de classificacdo em dizer
que amostras de uma classe C pertencem de fato a classe C, enquanto que a
seletividade de um método se refere a capacidade deste em distinguir as amostras
da classe C de amostras que ndo pertencem a classe C. Existem quatro
possibilidades de resposta que precisam ser levadas em consideracao nos calculos
dos indicadores de sensibilidade, seletividade e exatidao, sao eles:

e Verdadeiro positivo (VP): a amostra que pertence a uma classe C e que foi
classificada como pertencente a classe C;

e Verdadeiro negativo (VN): a amostra que ndo pertence a classe C e que foi
classificada como pertencente a uma outra classe ou, ainda, néao
classificada;

e Falso positivo (FP): a amostra que ndo corresponde a classe C e que foi
classificada como pertencente a classe C; e

e Falso negativo (FN): a amostra que pertence a classe C e que foi classificada

como pertencente a uma outra classe ou, ainda, néo classificada.

VP

Sensibilidade = ———

Equacéo (1)
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o _ VN ~
Seletividade = UNTEP Equacéo (2)
Exatidao = VP VN Equacéo (3)

VP + VN + FP + FN

A ferramenta KNN foi a que apresentou o maior indice de acertos dentre os
trés métodos empregados, num total de 100% tanto para o conjunto de treinamento
guanto para o conjunto de validacdo. Isto acontece porque o KNN leva em
consideracao os votos das amostras vizinhas a amostra a ser classificada. Como a
prépria natureza dos dados proporcionou que amostras parecidas ficassem bem
préximas umas as outras, ainda que em pequenos agrupamentos, o modelo KNN

se mostrou excelente conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Parametros de avaliacdo de sensibilidade e seletividade do modelo de
classificacdo por KNN, k=1.

Nivel 1 Nivel 2

Total de amostras 144 48
VP 144 48
VN 48 144
FP 0 0

FN 0 0

Sensibilidade 1,0 1,0
Seletividade 1,0 1,0
Exatidao 1,0 1,0

Como apresentado, o modelo construido com KNN apresenta alta
sensibilidade e seletividade para ambos os niveis, um indicativo de que possui uma
capacidade elevada de diferenciar as amostras quanto ao seu estado de
deterioracdo que também é evidenciado pela exatiddo de 1,0, sendo este o valor
maximo.

A classificagao utilizando SIMCA, apresentou 99% de classificacdes corretas
para o conjunto de treinamento e 98% de classificagdes corretas para o0 conjunto
de validacdo, com uma distancia entre os dois niveis da ordem de 5,2, sendo
considerado um bom valor para este parametro. Os erros de classificacdo do
modelo SIMCA resultam da sobreposicdo das regides (num espaco vetorial) de
probabilidade de ocorréncia calculadas para cada nivel sendo desejada a maior
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distancia possivel entre estas regifes de probabilidade, a um nivel de confianca
de 95%, (HE; RODRIGUEZ-SAONA; GIUSTI, 2007; OLIVERI; DOWNEY, 2012).

No conjunto de treinamento do modelo SIMCA houve indice de acertos de
100% para as amostras pertencentes ao nivel 1, enquanto que, para as
pertencentes ao nivel 2, de um total de 48, uma foi classificada como pertencente
ao nivel 1 e outra amostra ndo foi considerada pertencente a nenhum dos dois
niveis totalizando 96% de acertos. No conjunto de validacdo, 100% das amostras
pertencentes ao nivel 1 foram classificadas corretamente, enquanto que, para as
pertencentes ao nivel 2, de um total de 24, uma néo foi considerada pertencente a
nenhum dos niveis, correspondendo a uma taxa de acertos de 96%.

Tabela 3. Parametros de avaliacdo de sensibilidade e seletividade do modelo de
classificacdo por SIMCA (2 PC, 99 e 100% de variancia explicada para os niveis
1 e 2, respectivamente).

Nivel 1 Nivel 2

Total de amostras 144 48
VP 144 46
VN 46 144
FP 1 0

FN 0 2

Sensibilidade 1,0 0,96
Seletividade 0,98 1,0
Exatidao 0,99 0,99

O modelo construido com SIMCA também apresentou bons indices para
todos os parametros, o que pode ser evidenciado como outra alternativa para a
finalidade de classificar as amostras em relagéo a PPD.

O modelo de classificagéo utilizando PLS-DA, teve um desempenho inferior
frente ao SIMCA e ao KNN, alcangando um total de 92% de classificacdes corretas
com 2 LV e erro padrao de validagdo cruzada (SECV) de 0,19. Para amostras
pertencentes ao nivel 1, tanto no conjunto de treinamento como no conjunto de
validagéo, houve uma taxa de 100% de classificagbes corretas. Contudo, das 48
amostras pertencentes ao nivel 2, no conjunto de treinamento, 8 foram classificadas
erroneamente e 8 foram identificadas como néo pertencentes a nenhum dos niveis,
totalizando 67% de acertos. Das 24 amostras pertencentes ao nivel 2 no conjunto
de validacao, 4 foram classificadas erroneamente e outras 4 foram consideradas

como néo pertencentes a nenhum dos dois niveis, equivalente a 67% de acertos.
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A base da PLS-DA é o critério de decisdo para uma amostra ser membro de uma
classe, para isto é necesséario que cada valor previsto seja superior a um limiar, a
um certo nivel de confianga. Para uma amostra ser considerada pertencente a esta
classe esta diferenca precisa ser bem evidente, ou seja, os valores previstos
precisam ser maiores do que este limiar. Fato que ndo ocorreu com este conjunto
de dados.

O modelo construido com PLS-DA apresentou limitacdes que podem
comprometer a avaliagcdo das amostras, no caso daquelas com tempo de exposicao
superior a 48h, principalmente por apresentar um elevado nimero de falsos

negativos.

Tabela 4. Parametros de avaliacdo de sensibilidade e seletividade do modelo de
classificacdo por PLS-DA (2 LV, aproximadamente 100% de variancia explicada
e SECV =0,19).

Nivel 1 Nivel 2

Total de amostras 144 48
VP 144 32
VN 32 144
FP 8 0

FN 0 16
Sensibilidade 1,0 0,67
Seletividade 0,80 1,0
Exatidao 0,96 0,92

Para as amostras resfriadas foi construida uma matriz X com 180 linhas e
1500 colunas (180x1500). O gréfico dos scores, Figura 9.a, mostra que a maioria
das amostras dos tempos RO e R24 foram discriminadas daquelas R48 e R72 pela
PC1, com 96% de variancia explicada.

O gréfico de loadings (Figura 9.b), assim como para as amostras nao-
resfriadas, mostra que os valores positivos de loadings da PC1 e PC2 estdo
relacionados aos maiores e menores tempos de relaxacao, respectivamente.

Em virtude de ndo ser obtido uma separacdo tdo satisfatéria quanto a
observada para as amostras nao-resfriadas, n&o foi considerada a construgéo de
modelos de classificacdo para avaliar o estado de deterioracdo das amostras

resfriadas.



Figura 9. Gréficos de scores (a) e loadings (b) da PCA para os dados de TD-
NMR das amostras de mandioca resfriadas, evidenciando a separagao pelo

tempo de exposi¢cao ao ar atmosférico.
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5 PARTE Il: PREVISAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA EM MANDIOCA

EMPREGANDO TD-NMR E MODELOS DE REGRESSAO PLS

Nesta segunda parte seréo apresentados os modelos de previsdo de atividade

enzimatica para as amostras de mandioca ndo-resfriadas, bem como para aquelas

resfriadas.

5.1 Materiais e métodos

5.1.3 Amostras

A Figura 10 mostra a continuidade dos experimentos para a estimativa da
atividade enzimatica com as mesmas amostras ja descritas na secao 4.2.1. O

namero de subamostras foi 6 para os dois tipos de amostras.

Figura 10. Esquema de obtencéo dos dados para a finalidade de construcéo
do modelo de regresséo PLS para a determinacéo da atividade enziméatica de

POD em raizes de mandioca nao-resfriadas e resfriadas.
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5.1.4 Preparo de solugdes

l. Solugdo 1,5 mmol-L? de guaiacol:

Em um baldo volumétrico de 100 mL foram adicionados 1685 uL de guaiacol
98 % (Sigma Aldrich, Estados Unidos) e o volume foi completado com agua
destilada e deionizada, homogeneizando-se o conteldo. Em seguida uma aliquota
de 1000 pL desta solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o
volume completado com agua destilada e deionizada, homogeneizando-se 0

conteudo em seguida.

Il. Solucéo 1,5 mmol-L* de peréxido de hidrogénio:

Em um baldo volumétrico de 100 mL adicionou-se 1505 pL de perdxido de
hidrogénio 30 % (Synth, Brasil) e completou-se o volume com agua destilada e
deionizada, homogeneizando-se o contetdo. Em seguida, uma aliquota de 1000
ML desta solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume
completado com agua destilada e deionizada, homogeneizando-se o contetdo em

seguida.

1. Solugdo tampédo 0,1 mmol-L* de fosfato de potassio:

Em um baldo volumétrico de 1000 mL foram adicionados 17,42 g de fosfato
bibasico de potassio (Synth, Brasil) e o volume completado com agua destilada e
deionizada, homogeneizando-se o conteddo. Em um outro bal&o volumétrico, de
250 mL, foram adicionados 3,42 g de fosfato monobdasico de potassio (Synth, Brasil)
e o volume completado com agua destilada e deionizada, homogeneizando-se o
conteudo. Em seguida, verteu-se a solucdo de fosfato monobasico de potassio na

solucéo de fosfato bibasico de potassio até que se chegasse o pH desejado.

5.1.5 Obtencéao do sinal de TD-NMR

As medidas foram realizadas conforme descrito na secéo 4.2.2.
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5.1.6 Determinacédo da atividade enzimatica de POD

|. Obtencéo do extrato enzimatico da mandioca

As amostras foram previamente pesadas e processadas com solucao
tampdo 0,1 mol-L! de fosfato de potassio gelada (pH =7,5; 10°C) e 0,200 g de
polivinilpirrolidona (PVP-10, Sigma Aldrich, Estados Unidos) em um processador
de alimentos doméstico HC32 120 W (Black&Decker, Uberaba, Brasil). A mistura
foi filtrada em gaze e o filtrado foi centrifugado por 30 min a 3800 rpm em uma
centrifuga modelo 80-2BU 220 (Centrilab, Monte Alto, Brasil). O sobrenadante que

contém o extrato enzimatico das peroxidases foi mantido resfriado.

II. Das medidas de absorbancia

Para a determinacdo da atividade enzimatica de POD pelo método
bioguimico foram utilizados 500 pL do extrato enzimatico bruto, 500 uL de solugao
1,5 mmol-L* de guaiacol, 500 pL de solugéo 1,5 mmol-L* de peréxido de hidrogénio
e 1500 yL de solugédo tampdo 0,1 mol-L! de fosfato de potassio (pH = 7,5). As
solucBes foram agitadas manualmente e, apds 4 minutos, as absorbancias em 470
nm, que € o comprimento de onda onde valor de absorbancia é maximo para o
tetraguaiacol (470 = 26,6 mmol! L cm), foram registradas empregando uma
cubeta com caminho 6ptico de 1 cm em um espectrofotbmetro Femto 600 plus
(Femto Ind. e Com. de Instrumentos, Sdo Paulo, SP, Brasil). O ensaio bioguimico
e as medidas foram realizadas a uma temperatura de 22 °C. Os parametros da
reacao (concentracdo dos reagentes, pH e tempo) foram previamente estudados

com a realizacdo de um planejamento de experimentos, discutido na secao 5.2.1.

5.1.7 Tratamento dos dados

Para o desenvolvimento dos modelos de estimativa da atividade enziméatica
foi utilizado o mesmo programa computacional Pirouette 4.5 rev. 1 As variaveis
independentes foram a resposta instrumental de TD-NMR para cada tempo e a
variavel dependente, os valores de referéncia da atividade enziméatica gerados pelo

método padrdo bioquimico descrito na se¢éo 5.1.6.
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5.2. Resultados e discusséao

5.2.1 Estudo das condi¢cdes experimentais para a determinacédo da atividade

de peroxidase em mandioca

Os valores de referéncia para a atividade enzimatica de POD foram obtidos
por meio de método bioquimico que emprega a reacéo de reducao do peréxido de
hidrogénio, catalisada pelas peroxidases, utilizando guaiacol como substrato e
formando uma espécie cromogénica, o0 tetraguaiacol (BELITZ; GORSCH;
SCHIEBERLE, 2009; DOS SANTOS, MICHELE CRISTINA, 2010; MIKA; LUTHJE,
2003; ZERAIK et al., 2008). Esta reacdo de oxido-reducéo € representada abaixo.

OCH,
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OH
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OCH,
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Adaptado de: Zeraik et. al., 2008.

Em virtude das divergéncias quanto as condicdes experimentais reportadas
em trabalhos na literatura para a determinacéo da atividade enzimatica de POD e
com o objetivo de atingir condi¢des 6timas para o ensaio bioquimico (Reacéo 5),
foi proposto um planejamento de experimento fatorial fracionario 24

Os fatores investigados foram a concentracdo da solucao de guaiacol (0,5
mmol-L e 1,5 mmol-L1), a concentracdo da solucédo de peréxido de hidrogénio (0,5
mmol-Lt e 1,5 mmol-L?) e o pH da solugdo tampédo 0,1 mol-L* de fosfato de
potassio (6,5 e 7,5) e o tempo de reacao (2 e 4 minutos). Os sinais para a variavel
tempo correspondem a multiplicacdo dos sinais das variaveis guaiacol, peroxido e
pH. A Tabela 5 ilustra os dados adquiridos na execuc¢do do planejamento fatorial

241 proposto.
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Os resultados obtidos corroboram com a importancia em se manter o pH e
a concentracdo da solucdo de guaiacol nos niveis mais altos, também houve uma
indicacdo de que o tempo de reacdo € decisivo na observacdo de maiores valores
de resposta. A concentracdo do peroxido de hidrogénio, em algumas das
comparacdes, ndo figurou como sendo de grande influéncia, contudo, para
satisfazer uma relacdo equimolar entre os reagentes, optou-se por manté-la numa

mesma concentracao que a solucéo de guaiacol.

Tabela 5. Matriz de planejamento do experimento fatorial fracionario 24 para

determinacao de condi¢bes 6timas na execucdo do método de referéncia.
Nivel do fator

Guaiacol H20:2 pH Tempo

Experimento Resposta

0,068
0,167
0,137
0,183
0,190
0,223
- 0,165
+ 0,392

+ 1
+ +

+ -
+

+ 1

O~NO TS WN -
+ 1
1

+ + + + o
Vot

+
+

A Figura 11 ilustra a distribuicdo dos contrastes segundo a probabilidade de
ocorréncia. Os pontos mais isolados correspondem aos fatores que apresentaram

maior influéncia na resposta.
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Figura 11. Grafico de probabilidade (valores de z) para os contrastes
observados. Os valores entre parénteses correspondem a contribuicdo do
contraste para a variancia dos dados
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As informacfes adquiridas por meio dos contrastes entre as variaveis
apontaram o nivel mais alto para todos os fatores. Isto €, concentracdo da solucao
de guaiacol em 1,5 mmol-L, concentracdo da solucédo de peréxido de hidrogénio
em 1,5 mmol-L?, pH = 7,5 e tempo de reacdo de 4 min.

Alternativamente, foram testados mais niveis do fator tempo, num intervalo
gue compreende 1 a 5 minutos. Os valores entre as variancias para o método
utilizando somente o valor de absorbancia com 4 minutos de reacdo foram
comparados com aquele onde foi considerada a inclinacdo todas as absorbancias
medidas de 1 em 1 min até completar 5 min, utilizando um teste F com nivel de
95% de confianga. Para as amostras ndo-resfriadas houve diferenca estatistica
entre as variancias com uma razéo de 1,394 superior ao valor de F tabelado, onde

F143,143 = 1,318, p > 0.05. Caso que nao ocorreu para as amostras resfriadas com
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0 mesmo parametroem 1,166 e F71,71 = 1,481, p > 0.05. Assim, optou-se pelo tempo
de 4 min para todos os experimentos.

De acordo com a literatura, o método de referéncia preconiza que nenhum
dos reagentes empregados apresenta absorbancia em 470 nm, podendo ser
utilizado como branco analitico a solucdo tampéo de fosfato de potassio ou 4gua
destilada/deionizada e sendo a atividade enzimética de POD calculada segundo a
Equacéo (4) (ISAMAH, 2004; ZERAIK et al., 2008).

| >

E,= %VLGX f Equac&o (4)

o

€

Onde, Ea é a atividade enzimatica da peroxidase (UA'mL1), A é a
absorbancia observada no tempo de 4 minutos, € € o coeficiente de absortividade
molar do tetraguaiacol (26,600 mmol*L cm), t é o tempo de processamento da
reacao (4 min), Vex € 0 volume de extrato enzimatico bruto (0,500 mL) e f & um fator
de correcdo (10° umol-mmol?). A unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima que catalisa a formacédo de 1 umol de tetraguaiacol por

minuto de reacao.

5.2.2 Avaliagdo das medidas de atividade enzimatica nas amostras de
mandioca

Os valores de atividade relativa de POD para as amostras de mandioca
podem ser verificados na Tabela 6. O total de medidas (n) considerado para cada
média consistiu de 6 fracdes x 6 amostras para as raizes nao-resfriadas e de 6
fracOes x 3 amostras para as resfriadas, em cada um dos tempos de observacgao.

E possivel verificar que ao longo do tempo de exposicdo ao ar atmosférico
h4 uma diminuicho na acdo catalisadora da enzima, consistente com o
comportamento reportado na literatura, o que pode indicar a ocorréncia do
comprometimento do processo de lignificacédo e, consequentemente no colapso da
membrana celular (DJABOU et al., 2017; ISAMAH, 2004; UARROTA, 2015).

Adicionalmente, pode ser notado que os valores de atividade de POD séo

superiores para as amostras nao-resfriadas do que para as amostras comerciais
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resfriadas, isto pode ser decorrente do uso de conservantes nas raizes resfriadas
e do proprio processo de resfriamento, ao passo que a atividade enzimatica da
peroxidase € favorecida por temperaturas mais elevadas e, além disso, ainda ha a
influéncia causada pelo colapso da estrutura celular e reducéo da concentracéo de
ions de calcio (BRITO et al., 2005; RAMOS et al., 2013; RICKARD, 1985).

Tabela 6. Valores médios de atividade enzimatica de POD observados para
as amostras de mandioca avaliadas.
Atividade enzimatica (UA-mL™?)

Tempo (h) N&o-resfriadas (n=36) Resfriadas (n=18)
0 3,9+1,2 2,7+0,7
o4 2.9+1,2 1,6+0,2
48 1,8+0,9 1,540,2
72 1,8+1,4 1,440,2

Os maiores valores de desvio padrao das amostras nao-resfriadas quando
comparados as amostras resfriadas pode estar relacionada a variabilidade das
raizes, cabendo ressaltar que, como as amostras foram adquiridas no comércio é
possivel que tenham sido produzidas em regifes distintas ou mesmo serem de
variedades diferentes, o que interfere na expressao genética e consequentemente
na atividade metabdlica das raizes (DJABOU et al., 2017; UARROTA, 2015).

5.2.3 Modelo de estimativa da atividade enzimatica por regressdo em minimos
guadrados parciais (PLS)

Com os resultados obtidos foi possivel inferir a potencialidade da TD-NMR
para detectar variacdes de PPD. Assim sendo, como a atividade enzimatica esta
diretamente relacionada com variacbes de PPD, para esta proposta, foram
utilizadas as informacdes dos decaimentos CPMG de amostras de mandioca n&o-
resfriadas, n=144 (6 amostras x 6 fracdes x 4 tempos de exposi¢cao), e resfriadas,
n=72 (3 amostras x 6 fragdes x 4 tempos de exposi¢ao).

Inicialmente foi considerada a constru¢cdo de um modelo que contemplasse
tanto raizes de mandioca ndo-resfriadas quanto raizes resfriadas, utilizando todo o
perfil dos decaimentos CPMG (1500 variaveis independentes). O conjunto de

treinamento consistiu de 173 amostras, sendo 112 correspondentes as raizes nao-
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resfriadas e 61 as raizes resfriadas e o conjunto de validagdo um total de 43
amostras, sendo 32 para raizes nao-resfriadas e 11 para raizes resfriadas. O
calculo do modelo levou em consideracgéo a utilizacdo de validacao cruzada leave-
one-out e 3 variaveis latentes (LV) que explicam aproximadamente 100% na
variancia dos dados do conjunto de treinamento.

As Figuras 12 e 13 mostram os resultados do modelo de regressao PLS para
0 conjunto de treinamento e para o conjunto de validagcéo, nesta ordem. O conjunto
de validacdo compreendeu apenas amostras que nao eram pertencentes ao
conjunto de treinamento do modelo e apresentou um erro padréo de previsdo (SEP)
da mesma dimensé&o apresentada pelo erro padrao da validagao cruzada (SECV),
apontando na possibilidade da utilizacdo do modelo para a previsdo da atividade

enzimatica de POD.

Figura 12. Curva de correlacéo para o conjunto de treinamento do modelo PLS
construido com TD-NMR e valores de referéncia para atividade enzimética de
POD para raizes de mandioca ndo-resfriadas (N) e resfriadas (R).
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Figura 13. Curva de correlacdo para o conjunto de validacdo do modelo PLS
construido com TD-NMR e valores de referéncia para atividade enzimatica de
POD para raizes de mandioca ndo-resfriadas (N) e resfriadas (R).
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Dada as distingbes entre os tipos de raizes de mandioca (nao-resfriadas ou
resfriadas) e a consequente diferenca na magnitude dos valores de atividade
enzimatica de POD (Tabela 6), foram construidos outros dois modelos individuais.

Para a construcdo do modelo para amostras nado-resfriadas foram
considerados 144 decaimentos CPMG, sendo 116 empregados como conjunto de
treinamento e 28 como conjunto de validac&o. Neste caso foi feita uma selecéo de
variaveis, sendo considerados os primeiros 0,19 s do decaimento CPMG, isto
porque apos este tempo a resposta instrumental apresenta valores muito préximos
a zero, nao acrescentando informacéo significativa para a construgdo do modelo.
A utilizacdo de 3 LV, que explicam cerca de 100% da variancia, levou a valores de
SECV (Figura 14) e SEP (Figura 15) proximos aos obtidos para o modelo contendo
ambos os tipos de raizes e uma elevada correlagdo entre os valores de referéncia

e os valores previstos pelo modelo (r=0,9).



Figura 14. Curva de correlacao para o conjunto de treinamento do modelo PLS
construido com TD-NMR e valores de referéncia para atividade enzimatica de
POD para raizes de mandioca nao-resfriadas.
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Figura 15. Curva de correlacdo para o conjunto de validacdo do modelo PLS
construido com TD-NMR e valores de referéncia para atividade enzimatica de
POD para raizes de mandioca ndo-resfriadas.
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Os resultados de maior destaque foram o0s encontrados para o modelo
construido para as raizes resfriadas, utilizando 360 variaveis independentes (0 a
0,22 s do decaimento CPMG). Neste modelo foram obtidos baixos erros e uma alta
correlacdo entre os valores previstos pelo modelo e os medidos pelo método de
referéncia, com um total de 4 LV que explicam aproximadamente 100% na variancia
dos dados. As Figuras 16 e 17 ilustram as curvas de correlagéo entre os valores de
referéncia e os valores previstos pelo modelo para o conjunto de treinamento e para

0 conjunto de validacéo, respectivamente.

Figura 16. Curva de correlacéo para o conjunto de treinamento do modelo PLS
construido com TD-NMR e valores de referéncia para atividade enzimética de
POD para raizes de mandioca resfriadas.
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Figura 17. Curva de correlacéo para o conjunto de validacdo do modelo PLS
construido com TD-NMR e valores de referéncia para atividade enzimatica de

POD para raizes de mandioca resfriadas.
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Uma das principais diferencas entre os modelos individuais para cada tipo
de mandioca é a magnitude encontrada para os valores de SECV e SEP, o que
ocorre em razao de as faixas nos valores de atividade de POD serem diferentes
para raizes ndo-resfriadas e resfriadas.

Para fins de comparacéao foram calculadas as figuras de mérito sensibilidade,
limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacao (LQ) de todos os modelos seguindo
0 mesmo procedimento de PEREIRA et al., 2006.

Nestes dados, para o célculo das figuras de mérito, foram utilizados os
valores de resposta instrumental da regido entre 0,8 e 0,9 s dos sinais de TD-NMR
como branco analitico, pois esta é considerada uma regido que contém somente
ruido instrumental, em outras palavras, valores com magnitudes na ordem de 0. O
calculo da sensibilidade do método foi feito somando-se o0s coeficientes de
regressao ao quadrado e extraindo-se a raiz deste somatorio, sendo a sensibilidade
dada pelo inverso deste valor calculado.

Um resumo dos modelos com as principais figuras de mérito € mostrado na
Tabela 7, evidenciando resultados promissores para um modelo global que envolve
ambos os tipos de amostras, considerando que os limites de deteccdo e

quantificacdo foram os mais sensiveis possiveis.
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Tabela 7. Figuras de mérito estimadas para os modelos empregados na
previsdo da atividade de POD em raizes de mandioca.

Método

Nao-resfriadas e

Figurade merito | o ¢ das (1500

Nao-resfriadas Resfriadas (360

P (319 variaveis) variaveis)
variaveis)
Sensibilidade 0,4 0,2 0,05
LD (UA-mL1) 0,06 0,1 0,5

LQ (UA-mL) 0,2 0,4 17




57

6 CONCLUSAO

Os sinais de TD-NMR gerados por meio da sequéncia CPMG foram capazes
de detectar variagbes na composicdo de amostras comerciais de raizes de
mandioca ndo-resfriadas e resfriadas durante a PPD.

Para as raizes nao-resfriadas foi possivel construir modelos de classificacéo
multivariada que apresentaram resultados promissores para diferenciar raizes de
mandioca com indicios de estagio mais avancado de PPD, apds 48h de exposi¢ao
ao ambiente.

A TD-NMR também se mostrou promissora para estimar a atividade
enzimatica de POD em amostras de mandioca néo-resfriadas e resfriadas,
apresentando bons indices para as figuras de mérito.

Estes resultados indicam que a TD-NMR combinada com modelos
guimiométricos pode ser apresentada como um método analitico para avaliacdo de
deterioracéo fisioldgica em alimentos sélidos, com o estudo de caso da mandioca

podendo ser estendido a outros tipos de produtos.
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Abstract Time-domain nuclear magnetic resonance (NMR) has been widely used
in food science. In this work, we demonstrate that the NMR decay obtained with the
Carr—Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) sequence can be used to estimate the peroxi-
dase activity (PA) in cassava roots. This enzyme has been involved in post-harvest
physiological deterioration (PPD), which limits the storage of fresh cassava to a
few days. Cassava is a staple food for almost one billion people in tropical areas in
Americas, Africa and Asia. A multivariate method using CPMG data and reference
values of PA from a standard biochemical assay was built with 216 measurements
for non-refrigerated and refrigerated samples of cassava roots. The figures of merit
of the global partial least squares model using both types of roots showed a 0.06
pmol min~! limit of detection (LOD) and a 0.2 pmol min~! limit of quantification
(LOQ) for PA, with 0.4 [intensity (a.u.)/(pmol min~1)] sensitivity and a standard
error of cross-validation (SECV) of 0.7 pmol min~'. All of the results demonstrated
that TD-NMR has the potential to predict PA in cassava roots that is indicative of
the PPD problem.

1 Introduction

Time-domain nuclear magnetic resonance (TD-NMR) has been used in food quality
control and quality assurance for more than five decades. However, only in the last
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two decades has TD-NMR expanded its applications to basic food studies, including
water status, water compartmentalization and molecular mobility, using relaxation
and diffusion measurements [1-3]. Transverse relaxation (7,) measurements have
been performed with the Carr—Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pulse sequence, and
measurements of longitudinal relaxation time (7)) or the T',/T, ratio have been per-
formed using continuous wave free precession (CWFP) pulse sequences [1-5].

To the best of our knowledge, there is no application of TD-NMR to predict enzyme
activity in foodstuff. Therefore, we propose a rapid and simple method to monitor per-
oxidase activity (PA) in cassava using a benchtop time-domain NMR relaxometer.
The method is based on a multivariate regression model with exponential decay of the
NMR signal measured via the CPMG pulse sequence as the independent variable and
PA measured with a standard biochemical assay as the dependent variable.

Cassava, also known as manioc or tapioca (Manihot esculenta Crantz), is a staple
food for almost a billion people living in tropical areas of Africa, Latin America,
Oceania and Asia [6-8]. Cassava roots have been considered the “food for the poor”,
comprising more than 80% of starch [6] and are an important food source in tropical
areas, including sub-Saharan countries, due to drought resistance and the ability to
grow in marginal land [6, 7, 9]. Cassava is also cultivated in these areas because it
produces approximately ten times more starch per unit area than most of the cereals
[9, 10].

Despite the high agronomical productivity, cassava production is constrained by
biotic and abiotic stresses when compared with other carbohydrate sources such as
maize, wheat, rice and potato. The major cassava post-harvest constraint is the short
life of fresh roots, limiting storage to a few days. Compared to potato tuber, fresh
cassava roots deteriorate shortly after harvesting due to the post-harvest physiologi-
cal deterioration (PPD) process that is induced by wounds suffered during harvest-
ing and handling. PPD reduces cassava eating and processing quality; specifically, it
takes a longer time to cook and acquires an unpalatable bitter taste, lower elasticity
and unattractive appearance. PPD is a complex process involving changes in gene
expression and environmental factors. The wounds in the roots trigger an oxidative
burst that changes the activity of oxidative enzymes such as peroxidases, converting
phenols into tannins [6, 7]. The oxidative trigger is supported by the fact that oxygen
exclusion, by immersion in water, low temperature or antioxidant compounds can
eliminate or minimize the PPD process [7].

Therefore, a rapid, simple and non-destructive NMR method to monitor PA in
cassava roots can be a highly practical alternative approach to the standard biochem-
ical assay, which is laborious, time consuming and destructive and requires chemical
reagents and specialized professionals [11, 12].

2 Methods
2.1 Sampling

Cassava roots, non-refrigerated (samples N) and stored at room temperature or
peeled and refrigerated at 10-12 °C (samples R), were purchased locally. The N
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root samples were washed to remove soil and other impurities, dried with absorbent
paper and peeled. The R samples had no need for cleanup procedure. None of the
samples showed any damage or deterioration. In the case of industrialized R prod-
ucts, the expiration date was appropriate during the time of the tests. Subsequently,
the N and R samples were milled with a domestic food chopper (Black & Decker,
Uberaba, MG, Brazil). The N and R samples were fractionated in 24 subsamples of
10 g each. The subsamples were exposed to air and subsequently analyzed by TD-
NMR and the enzymatic assay at time 0, 24, 48 and 72 h.

2.2 TD-NMR Measurements

The TD-NMR analyses were carried out at 22 °C in a 0.27 T (11.3 MHz for 'H)
benchtop SLK200 Spinlock instrument (Spinlock Magnetic Resonance Solutions,
Cordoba, Argentina) using a probe 32 mm in diameter and 32 mm in height. The
measurements were performed using the standard CPMG sequence to obtain the
exponential decay signal that is governed by the transverse relaxation time (7,). The
sequence used z/2 and z of 11.56 and 19.6 ps, respectively, an echo time of 600 ps,
four scans and 1500 echoes.

2.3 Reference Method for Enzymatic Activity

Just after the TD-NMR analyses, the subsamples were used to measure the enzy-
matic activity by a standard biochemical assay [12]. This method used the reaction
between guaiacol ((CH,O0)C¢H,OH) and hydrogen peroxide (H,O,, 30%; Synth) in
the presence of enzymatic extracts of the milled cassava roots.

The extractions were performed at 10 °C, using 50 mL of buffer solution contain-
ing 0.1 mol L™! potassium phosphates (KH,PO, and K,HPO,; Synth, Diadema/SP,
Brazil (pH 7.5) and 200 mg of polyvinylpyrrolidone (CHgNO),, PVP-10); Sigma
Aldrich, Saint Louis, MO, USA. The milled cassava sample and the extraction solu-
tion were mixed using a domestic food chopper. Afterward, the suspensions were
filtered using gauze. Then, the supernatant that contains the enzymatic extract of
peroxidases was separated using an 80-2BU centrifuge (Centrilab, Monte Alto, SP,
Brazil) for 30 min at 3800 rpm.

The biochemical assay was performed with 500 pL. of enzymatic extract from
cassava, 500 pL of 1.5 mmol L™ guaiacol (98%; Sigma Aldrich), 500 pL of
1.5 mmol L™! hydrogen peroxide (30%; Synth) and 1500 pL of 0.1 mol L~! (pH
7.5) potassium phosphate buffer solution. The solutions were stirred manually, and
after 4 min the reactions were monitored at 470 nm (the maximum absorbance
for tetraguaiacol, £,,o = 26.6 mmol™' L cm™") using a 1 cm optical length cuvette
in a Femto 600 plus instrument (Femto Ind. e Com. de Instrumentos, Sdo Paulo,
SP, Brazil) to measure PA. The calculations of PA were based on the definition
that one unit of peroxidase is equal to the amount of enzyme that yields 1 pmol
L~! tetraguaiacol per minute. The reactions and spectrophotometric measurements
were performed at 22 °C.
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2.4 Data Evaluation

Multivariate analyses were performed using the partial least squares (PLS) algo-
rithm available in Pirouette 4.5 rev. 1 (Infometrix, Bothell, WA, USA). To deter-
mine the composition of the samples in the training and validation datasets, the
Kennard—Stone algorithm was applied [13]. The TD-NMR decays data were used
as independent variables, and the measured values of PA using the reference method
for enzymatic activity were used as dependent variable. The goal was to estimate
the enzymatic activity of two types of cassava (non-refrigerated and refrigerated)
exposed to air environments using reference values from a standard biochemical
assay and signals of TD-NMR combined with PLS.

3 Results and Discussion

Figure 1 shows the values of peroxidase activity (PA) in non-refrigerated (N) and
refrigerated (R) samples at 0, 24, 48 and 72 h after milling. For the N and R samples
at time 0, the means and standard deviations were 3.9 + 1.2 and 2.7 + 0.73, respec-
tively. The PA for the N samples decays to 2.9 + 1.2, 1.8 + 0.9 and 1.8 + 1.4 for
24, 48 and 72 h, respectively. A similar monotonic tendency was observed for the
R samples with the PA decay to 1.6 + 0.18, 1.5 + 0.23 and 1.4 + 0.16, for 24, 48
and 72 h, respectively. It is relevant to emphasize that the refrigerated samples were
purchased from three different markets, with differences in expiration dates. There-
fore, Fig. 1 shows that the PA was higher in the N samples than in the R samples and
that the upper magnitude for activity was observed in the N sample at time 0 (NO).
The higher SD values for cassava samples non-refrigerated than for the refrigerated
samples is associated with higher variability of PA. A possible explanation for these

T N {
- |
E | 1 l =S 1i==1RI= =

0 24 48 72
Time of Exposure (h)

Fig. 1 Box plots for enzymatic activity measured using a standard biochemical assay for non-refriger-
ated (N) and refrigerated (R) commercial cassava samples
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differences is that the R roots are normally treated with sodium or potassium chlo-
rides that have been used as preservatives in refrigerated cassava [14].

Figure 2a, b shows the typical normalized CPMG decays for the N and R sam-
ples, respectively, at time O and after 72 h. In both plots, the CPMG was much
shorter for samples after 72 h of experiments and showed lower PA values than at
time 0, as shown in Fig. 1.

Figure 3a, b shows the inverse Laplace transform relaxation distribution of the
CPMG decays of the N and R samples of Fig. 2a, b, respectively. All samples
showed three T, peaks. In Fig. 3a, the black line shows a small peak at 2.8 x 107> s
and two intense peaks at 3.9 X 1072 and 1.9 x 107! s for the NO sample with a PA
of 4.1 pmol min~!. The violet line in Fig. 3a shows the relaxation distribution of the
sample with 2.0 pmol min~! PA, with a broad peak at 8.5 X 107, an intense peak at
2.0 x 1072 and a small peak at 2.3 x 107! s. The relaxation profile of the R samples

1.0
(a)
0.8
3
9', 0.6 1
2>
-
8 0.4 -
£
0.2
0.0 T T \
0.0 0.3 0.6 0.9

Time (s)

Intensity (a.u.)

Time (s)

Fig. 2 Transverse relaxation time (7,) from CPMG signals representing non-refrigerated samples (time
0) and after 72 h of air environment exposure for a non-refrigerated (NO) and b refrigerated (R) samples.
The peroxidase activity (PA) values in pmol min~! are denoted by circles
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Fig. 3 Transverse relaxation time (77,) distribution for the CPMG signals calculated with inverse Laplace
transform for a non-refrigerated (N) and b refrigerated (R) samples for times 0 and 72 h

was similar to that of the N samples with similar PA, i.e., with the increase in the
intensities of the peaks with shorter relaxation times, for samples with lower PA, as

shown in Fig. 3b.

The potential of TD-NMR for measuring the enzymatic activity of cassava roots
using a minimum sample preparation method was evaluated using multivariate PLS
models. The total signals were from 6 fractions X 6 samples X 4 exposure times for
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non-refrigerated samples (n = 144) and 6 fractions X 3 samples X 4 exposure times
for refrigerated samples (n = 72). The first model was built with CPMG signals up
to 0.9 s (1500 independent variables) from N and R samples with the entire matrix
data, with a total of 216 signals. The CPMG and PA data from N and R contributed
112 and 61 samples, respectively, for the training set and 43 samples for the valida-
tion set (32 for N and 11 for R). The information of three latent variables (LVs)
explained almost 100% of the variance from the training set using leave-one-out
cross-validation.

Figure 4a, b shows the PLS regression model of the training and validation data-
sets. The reference values were obtained using a standard biochemical assay that
was correlated with CPMG signals for the PLS models. The validation set com-
prised samples that were not included in the training data. As also verified, a notable
result was the same magnitude of standard errors of cross-validation (SECV) and of
prediction (SEP) for the sets, which indicates that the models are very promising for
the prediction of PA.

Two other models were constructed for samples N and R, considering their dif-
ferences in the magnitude of enzymatic activity (Fig. 5). For this case, a selection of
variables was also performed considering the first 319 independent variables, from 0
to 0.19 s of CPMG signals, with approximately 100% of explained variance using 3
LVs. This selection of variables was based on the evidence that after 0.19 s, the sig-
nal response has low values of almost zero that did not contribute to the model. The
data were highly correlated (» = 0.9) for the non-refrigerated set and the SECV with
the same values reported for the previous model, as shown in Fig. 5a. The external
samples showed slight differences considering the correlation and SEP, as can be
verified in Fig. 5b. The model including the entire profile of CPMG decays showed
the same magnitude of errors.

The noteworthy result was for the refrigerated samples using a model with 360
independent variables from O to 0.22 s and the same above-mentioned criteria for
variable selection. Figure 6a, b shows that the models confirmed the high correla-
tion of both datasets with a low magnitude for SECV and SEP equal to 0.3 pmol
min~! for both parameters, using 4 LVs, with approximately 100% of explained
variance.

In the case of the separate models for N and R, the errors showed different
magnitudes due to the differences in ranges for PA. To select the better model,
the figures of merit for the PLS models were calculated [15], and Table 1 sum-
marizes the lowest limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
for the global model with both type of samples. These results show that the
model with all samples (N and R) has a greater potential to predict enzymatic
activity in cassava roots than the individual models constructed for either N or
R samples.

4 Conclusions

CPMG signals were able to verify variations in PA for both types of cassava roots,
such as non-refrigerated roots and those industrialized refrigerated. In addition,
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Fig. 4 Correlation between reference values from a standard biochemical assay to predict the enzymatic
activity of peroxidase and predicted values using TD-NMR signals and partial least squares (PLS) algo-
rithm for a global model with non-refrigerated (N) and refrigerated (R) samples for the a training and b
validation datasets, calculated with 1500 independent variables

variations in PPD were also monitored upon exposure of the samples to air. This
evidence was supported using the calculations of inverse Laplace transform for the
decays.
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Fig. 5 Correlation between reference values from a standard biochemical assay to predict enzymatic
activity of peroxidase and predicted values using TD-NMR signals and partial least squares (PLS) algo-
rithm for non-refrigerated (N) samples for the a training and b validation datasets, calculated with 319
independent variables

The model with either samples (N and R) was shown to be promising for the
prediction of the enzymatic activity of peroxidase, with low standard errors and
good indexes for figures of merit. Furthermore, this method will minimize the use
of chemical reagents and accelerate this parameter in solid foods with high water
contents.
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rithm for refrigerated (R) samples for the a training and b validation datasets, calculated with 360 inde-
pendent variables
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