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RESUMO

Caqui (Diospyros kaki) € uma das principais fruteiras brasileira,
caracterizada pela grande quantidade de cultivares. A investigacdo dos
metabdlitos primarios e secundarios presentes nas frutas tem levado a um
cenario inconclusivo. Tal fato pode ser justificado pelo planejamento
experimental que vem sendo adotado. Além do uso de métodos analiticos
pouco apropriados, a influéncia do real estado de desenvolvimento do fruto n&o
tem sido devidamente considerada. Dessa forma, esse trabalho reporta a
investigacdo das mudancas metabdlicas durante todo o desenvolvimento dos
cultivares de caqui ‘Fuyu’ e ‘Giombo’ através da RMN HR-MAS de 'H e andlise
quimiométrica. O uso dessa técnica permitiu a aquisicdo dos espectros
diretamente dos frutos, minimizando as desvantagens dos métodos de
extracdo, bem como, a atividade enzimatica da invertase. Desta forma,
espectros de 'H de 140 caquis cultivados nas mesmas condigbes ambientais
foram adquiridos, sendo 70 frutos de cada cultivar. A analise desses espectros
revelou a baixa concentracdo da treonina, alanina, citrulina, GABA e acido
malico. Por outro lado, os sinais de carboidratos referentes a sacarose, glicose
e frutose desempenharam um importante papel no desenvolvimento dos frutos.
As tendéncias desses agucares pdde ser descrita pelo aumento e diminuigao
da sacarose, seguido pelo aumento continuo da area dos sinais da glicose e
frutose. Ademais, foi observado uma notavel diferenca na regido aromatica dos
dois cultivares no estagio inicial do processo. Para o cultivar ‘Giombo’, o sinal
referente ao acido galico permaneceu até o final do desenvolvimento, enquanto
que para o cultivar ‘Fuyu’, sinais referentes a polifenois foram detectados
somente no estagio inicial. A analise multivariada mostrou que os dois
cultivares se desenvolvem de forma similar, sendo influenciado por acidos
organicos, aminoacidos, polifenois e colina no primeiro més, enquanto que para
0s meses restantes as mudancas foram associadas a preseng¢a de agucares.
Esses resultados podem ajudar na compreensdo dos mecanismos do
desenvolvimento dos frutos, que por sua vez, impactam a qualidade dos
mesmos. Além disso, esse trabalho pode contribuir no desenvolvimento de
novas estratégias de pds-colheita.

Palavras-chave: Caqui. RMN HR-MAS. Metaboldmica.



ABSTRACT

Persimmon (Diospyros kaki) is an important horticultural crop which has
many cultivated varieties. The investigation of primary and secondary
metabolites in kaki fruits has led to an inconclusive results in literature. Such
scenario has been attributed to the experimental design adopted. Besides the
usage of unappropriated analytical methods, the influence of the actual stage of
development of fruits has not been properly taken into consideration. In this
context, the metabolic changes of two persimmon cultivars (‘Fuyu and
Giombo’) during the whole fruit development (from September to March) were
evaluated by means of '"H HRMAS-NMR along with chemometric analysis. The
usage of HRMAS-NMR allowed the acquisition of spectra directly from the fruits
avoiding the influence of extraction method as well as of enzymatic activity. For
that purpose, it was acquired spectra of 140 persimmons cultivated under the
same environment conditions, being 70 fruits of each cultivar. The visual
analysis of these spectra revealed the low concentration of amino acids
(threonine, alanine, citrulline and GABA) and organic acids (malic acid). On the
other hand, the signals of carbohydrates (sucrose, glucose and fructose)
seemed to play the most important role in the fruit development. The trends of
sugars during the process could be described by the increase and decrease of
sucrose, followed by, the continuous increase of glucose and fructose signal
intensity. In addition, it was observed a noticeable difference in the aromatic
region of the two cultivars at the initial stage of development. For Giombo, the
signal related to the gallic acid remained until the end of the growth, while for
Fuyu, signals of polyphenols were detected only at the initial stage. The holistic
view offered by the multivariate analysis showed that the two cultivars develop
in a similar manner. Such process was influenced by organic acid, amino acid,
polyphenols and choline in the initial stage while for the rest of the months the
changes were associated to the presence of sugars. These findings might help
to the comprehension of fruit development, which in turn, impacts the quality of
the fruits. Furthermore, they may lead to the improvement of the post-harvest
strategies.

Key-words: Persimmon. NMR HR-MAS. Metabolomics.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Exemplo hipotético de como a metodologia de binning aborda os
deslocamentos dos sinais. (a) cada sinal presente no espectro azul e vermelho
estdo contidos em um unico bucket, (b) em um bucket € possivel encontrar
mais de um sinal, (c) correspondéncia incorreta de sinais sobrepostos, (d) um
unico sinal € representado por mais de um bUCKet. ..............cccccvvvvviiiiiiiinninin. 23
Figura 2. Classificag8o dos taninos. ..............ccoovvviiiiiiiiii, 31

Figura 3. Esquema da estratégia experimental para a escolha da sequéncia de

PUISO adequada. .............ooii i 38
Figura 4. Esquema da avaligcdo da repetibilidade inter e intra dias do preparo de
AMOSITA. ..o 38
Figura 5. Esquema para a avalicao da representatividade da amostra............ 39
Figura 6. Esquema para a avalicao da estabilidade da amostra...................... 40

Figura 7. Espectro de RMN HR-MAS de 'H do fruto de caqui maduro utilizando
as sequéncias de pulso zgpr, noesyprid e comgprid. Acima a expansao de 0 1
a 3 mostrando o perfil para a parte do espectro com menor intensidade.......... 47
Figura 8. Espectro de RMN HR-MAS de 'H do fruto de caqui verde utilizando
diferentes sequéncias de pulsos. As setas mostram a qualidade da saturacéo
dosiNal da agua. ... 47
Figura 9. Espectros de RMN HR-MAS de 'H do fruto de caqui verde utilizando
a sequéncia de pulsos noesyprid (d1 =1 s e d8 = 100 ms) com diferentes
numeros de promediagcdes. Nota-se a boa relacdo sinal/ruido quando
empregado 512 promediacdes se assemelhando, em termos de perfil, a 1K de
ProMEAIACOES ... .o 48
Figura 10: Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui adquiridos de diferentes
partes de um unico fruto. Sdo mostradas as regides ampliadas para cada
CONJUNEO dE ESPECIIOS. .o o1
Figura 11. Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui (adquiridos conforme o
item 3.3) com ampliacéo do sinal do TMSP. Acima o fruto maduro e abaixo o
frUtO VErde ... o 52
Figura 12. Espectros ampliados de RMN HR-MAS de 'H de caqui adquiridos
em diferentes tempos apos a retirada do fruto do congelador e exposto ao

AN D N . . 53


file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663251
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663251
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663251
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663251
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663253
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663254
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663255
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663257
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663257
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663257
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663258
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663258
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663258
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663259
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663259
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663259
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663259
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663260
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663260
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663261
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663261

Figura 13. Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui 'Fuyu' durante os
diferentes estagios de desenvolvimento. Destaca-se a importante influéncia dos
carboidratos no processo. Cada més € identificado por sua respectiva letra
inicial: setembro (S), outubro (O), novembro (N), dezembro (D), janeiro (J),
fevereiro (F)emargo (M)..... ... 54
Figura 14: Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui 'Giombo' durante os
diferentes estagios de desenvolvimento. Destaca-se a importante influéncia dos
carboidratos no processo. Cada més € identificado por sua respectiva letra
inicial: setembro (S), outubro (O), novembro (N), dezembro (D), janeiro (J),
fevereiro (F)emargo (M).... ... 55
Figura 15. Expanséo (3 1-3) dos espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui
‘Fuyu’ e ‘Giombo’ durante o processo de desenvolvimento (setembro (S) a
MArCO (M), .. 58
Figura 16. Avaliagdo mensal (de setembro (S) a margo (M)) da area integrada
dos metabdlitos presentes nos cultivares ‘Fuyu’ e ‘Giombo’ (box plots).
Simbolos iguais mostram diferengas significativas entre os meses, a 5% de
probabilidade, baseada notestede TuKey..............c.oooiiiiiii 59
Figura 17. Expanséo (8 3-6) dos espectros de RMN HR-MAS 1H de caqui
‘Fuyu’ e ‘Giombo’ durante o processo de desenvolvimento (de setembro (S) a
MArCO (M), .. 62
Figura 18. Atribuicdo dos sinais de carboidratos empregados na avaliagéo
mensal da relagado sinal/ruido dos cultivares de caqui. ..................cccccceeeeeee.. 63
Figura 19. Avaliagdo mensal (de setembro (S) a marco (M)) da area integrada
dos metabdlitos presentes nos cultivares ‘Fuyu” e ‘Giombo’ (box plots).
Simbolos iguais mostram diferengas significativas entre os meses, a 5% de
probabilidade, baseada notestede TuKey..............c.oooiiiiiii 64
Figura 20. Expansao (3 6 - 10) dos espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui
‘Fuyu’ (A) e ‘Giombo’ (B) durante o processo de maturagdo. Cada més é
identificado por sua respectiva letra inicial: setembro (S), outubro (O),
novembro (N), dezembro (D), janeiro (J), fevereiro (F) e margo (M). ............... 66
Figura 21. Fluxograma mostrando as etapas de otimizagdo para as analises de
componentes principais (PCA). Utilizando o conjunto de dados que inclui
amostra das duas cultivares, foram feitas diferentes combina¢cbes empregando

0s modos de integracéo e pré-processamentos oferecidos pelo AMIX............ 69


file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663263
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663263
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663263
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663263
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663263
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663264
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663264
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663264
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663264
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663265
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663265
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663266
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663266
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663266
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663267
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663267
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663269
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663269
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663269
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663270
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663270
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663270
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663271
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663271
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663271
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663271

Figura 24. A) Gréfico de escores de PC1 (87,95%) versus PC2 (2,39%),
utilizando 66 amostras de caqui. (B) Grafico de influéncias (loadings) de PC1
versus PC2 explicando a classificagdo das amostras apresentadas no grafico
de escores. A linha tracejada mostra a trajetéria do processo de
desenvolvimento do fruto. ... 75
Figura 26. Ampliacdo da regido entre & 1,00-3,10 pelo espectro de RMN de 1H
em solucdo de FS. (D20, 600,13 MHz). GABA: Acido gama aminobutirico;
EGC: Epigalocatequing ... 97
Figura 27. Ampliacdo da regiao entre & 1,20-3,20 do espectro de RMN de 1H
em solugéo de FD. (D20, 600,13 MHz). GABA: Acido gama aminobutirico...... 97

Figura 28. Mapa de correlacéo direta 'H-'3C (600 MHz, D20) de FS. ............. 98
Figura 29. Mapa de correlagéo 'H-'3C a longa distancia (600 MHz, D20) de FS.
......................................................................................................................... 98
Figura 30. Ampliacdo da regi&o entre & 3,20-5,50 pelo espectro de RMN de 'H
em solugdo de FS (D20, 600,13 MHzZ). .........coooiiiiiiiii 101
Figura 31. Ampliacdo da regido entre d 5,26-9,60 pelo espectro de RMN de 1H
em solugdo de FS (D20, 600,13 MHzZ). .........coooiiiiiiiii e 104
Figura 32. Ampliacao da regido entre d 6,1-7,1 do espectro de RMN de 'H (em
solugcéo) para amostra FM. (D20, 400).............ccoooiiiiiiiiiiii e 107

Figura 33. Ampliagéo da regido entre d 6,1-7,1 do espectro de RMN de 'H em
solug@o de GM. (D20, B00). .......ccooiiiiiiiieieeee e 108


file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663272
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663272
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663272
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663272
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663277
file:///C:/Users/Pc/Downloads/Tese_corrigida_Alan_2016.docx%23_Toc464663278

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

COSY - Correlation Spectroscopy

HMBC - Heteronuclear Multiple Broad Correlation
HPLC - High Performance Liquid Chromatography
HSQC - Heteronuclear Single Quantum Coherence
LC-MS - Liquid Chromatography- Mass Spectrometry
NOESY - Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
RMI - Ressonancia Magnética de Imagem

PCA — Principal Component Analysis

TOCSY - Total Correlation Spectroscopy



SUMARIO

1 INTRODUGAO ... e e e, 16
1.1 RMN APLICADA A METABOLOMICA DE ALIMENTOS ......cocvoiiviieee. 16
1.2 ANALISE QUIMIOMETRICA: ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS
(PCA) 21
1.3 FRUTAS NO BRASIL ....ooiiiiie e, 26

1.3.1 CAQUI (DIiOSPYIroS KaKI) .......cccooeiiiiiiiiie e 27

2 OBUETIVOS ... e 35
2.1 GERAL ... 35
2.2 ESPECIFICOS . ..o 35

3. PARTE EXPERIMENTAL ......oooiiiiiiiiii e, 37
3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS ...t 37
3.2 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA PARA AQUISICAO DE ESPECTROS DE
RMN HR-MAS DE TH ...t 37

3.2.1 Parametros de aquUiSICAO0...............oiiiiiiiiiiiii e 37
3.2.2Prepar0o da amostra............oiiiiiii e 38
3.2.3 Teste de estabilidade daamostra ... 39
3.3 ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE "H......cooiiiiiiiiie e 41
3.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)......cooieeeieeeeeeeeeeeeee 42

4. RESULTADOS E DISCUSSAO ..o, 45
4.1 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA PARA A AQUISICAO DE ESPECTROS DE
RMN HR-MAS DE TH ...t 45

4.1.1 Par@metros de aquUISICAO0...........cc.uvviiiiiiei e 45
4.1.2 Prepar0o de amoStra.... ... 49
4.1.3 Avaliagdo da estabilidade.................cccccooiiiiiii 53

4.2 PERFIL ESPECTRAL .....ooiiiiiii et 54
4.2.1 Aminoacidos € acidos OrganiCoS. ... 56
4.2.2 Carboidratos. .........c..uiiiiiiiieee e 60
42.3Regi0 aromatiCa ... 65
4.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA).....oov oo, 67

4.3.1 Otimizagéo das condigdes para a PCA ... 67
4.3.2 PCA do CURIVAr ‘FUYU .......ooiiiiiiiiiii et 71
4.3.3 PCA do cultivar ‘GIomboO’ ... 74
B.CONCLUSAOD.......oooioieeeeeee e 77
8. REFERENCIAS .........oooiiiiiiiie oo 80

ANEXO L. 96



INTRODUGCAO



16

1 INTRODUCAO
1.1 RMN APLICADA A METABOLOMICA DE ALIMENTOS

O amadurecimento da consciéncia alimentar despertou interesse na
populacédo para as propriedades dos alimentos, tal como, valor nutricional,
autenticidade e qualidade. Essas caracteristicas s&o, por sua vez, diretamente
relacionadas com o contexto em que 0s alimentos s&o produzidos, estocados e
consumidos (CIFUENTES, 2009; DENNIS, 1998; SHEPHERD et al., 2011). O
efeito dos produtos alimentares na saude humana vem sendo demonstrado
através dos estudos epidemioldgicos que relatam os habitos alimentares e os
riscos de doencas. Paralelamente ao valor nutricional, atengcdo significante tem
sido dada a prevencéo de doencas (ESPIN et al., 2007).

A ciéncia de alimentos evolui de acordo com a necessidade e
exigéncias da populacdo. Assegurar os beneficios dos alimentos requer um
conhecimento mais detalhado da composicdo quimica. Nesse contexto,
encontra-se a area de pesquisa conhecida como metabolédmica, também
chamada de metabondmica. A mesma é definida como a tentativa de identificar
e quantificar o maior numero de metabdlitos possivel em células, érgéos e
organismos (SHEPHERD et al., 2011; ESPIN et al., 2007: GERMAN et al.,
2005).

De acordo com Villas-Boas et al. (2005), o termo metabolémica ainda
nédo esta bem definido e vem sendo utilizado erroneamente, sendo muitas
vezes confundido com “perfil metabdlico”. De fato, alguns autores consideram
os termos mencionados como sinénimos (WISHART, 2008; MANNINA et al,,
2012a); no entanto, para Villas-Bbas a esséncia dos estudos metaboldémicos &
estabelecer a relacio entre a caracterizacdo dos fendtipos metabdlicos e seus
gendtipos correspondentes. O estabelecimento da composigéo quimica atraves
do uso de uma técnica analitica especifica deveria ser definido como perfil
metabdlico (VILLAS-BOAS et al., 2005).

Recentemente, a aplicacdo das tecnologias “6micas” empregada nos
estudos de dominio alimentar e nutricional tem sido definida como “foodomic”
(CIFUENTES, 2009; CAPOZZI e BORDONI, 2013; GARCIA-CANAS et al,

2012), que consiste numa visdo abrangente da bioquimica dos alimentos
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permitindo  um melhor entendimento das redes metabdlicas. Tais
conhecimentos dao acesso as bases moleculares que contribuem para as
caracteristicas organolépticas e nutricionais dos alimentos (SHEPHERD et al.,
2011; WISHART, 2008; CEVALLOS-CEVALLOQS et al., 2009).

O acompanhamento da composi¢do quimica nos alimentos € uma
tarefa ardua devido a quantidade de compostos que podem estar presentes e
as transformacgbes bioquimicas inerentes as diferentes matrizes. De forma
geral, a modificacdo de um componente quimico afeta diretamente na
producado dos demais provocando uma alteragdo no gosto, textura, aroma,
funcionalidade, bioatividade, valor nutricional, tempo de vida e seguranca dos
alimentos (SHEPHERD et al., 2011).

A caracterizacdo e a quantificacdo dessas transformagdes requerem
metodologias que possam ir além da analise de compostos especificos ou
classes de substancias, fato que justifica a aderéncia por parte da comunidade
cientifica aos estudos metaboldbmicos de alimentos. Neste contexto, surge a
necessidade de técnicas sofisticadas e metodologias mais apropriadas
capazes de oferecer melhores resultados (tanto qualitativos como quantitativos)
com aumento de sensibilidade, precisédo, especificidade e velocidade das
anélises (GARCIA-CANAS et al., 2012).

A analise de alimentos € uma das mais importantes aplicagcbes da
quimica analitica. Ha um grande numero de técnicas comumente utilizadas na
analise desse tipo de matriz que podem ser agrupadas como técnicas
espectroscépicas, biolégicas, de separagdo, de preparo de amostra,
eletroquimica e técnicas hifenadas (GARCIA-CANAS et al., 2012). De acordo
com Garcia-Cafias et al. (2012) as técnicas espectroscopicas tém se
destacado na analise de alimentos, havendo o dobro de publicagcdes quando
levado em consideracao os trabalhos entre os anos de 1990-2000 e 2001-
2011. Esse fato pode ser justificado devido ao desenvolvimento instrumental
das técnicas espectroscdpicas, bem como ao uso de métodos quimiométricos
multivariados que por sua vez, possibilitam uma melhor interpretacdo dos
dados.

Entre as técnicas espectroscopicas ha uma importante contribuicdo da
ressonancia magnética nuclear (RMN), sendo superada apenas pela

espectrometria de massas e espectroscopia de fluorescéncia. Nas ultimas
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décadas, o desenvolvimento de novas sondas juntamente com 0s novos
designs de magnetos e as técnicas de polarizacdo ofereceram um importante
melhoramento na sensibilidade e resolu¢cdo contribuindo para a insercdo da
RMN na lista das técnicas empregadas na analise de alimentos (CEVALLOS-
CEVALLOS et al., 2009).

A RMN permite a analise de amostras complexas - seja no estado
liquido, sdlido ou semi-sélido - sem alterar as caracteristicas das mesmas.
Diferentes metodologias de RMN tém sido empregadas com sucesso na
analise de alimentos, a citar: RMN de alta resolugdo (MANNINA et al., 2012b) e
baixa resolu¢cdo (MARIETTE, 2009), RMN de sdlidos (BERTOCCHI e PACI,
2008), ressonancia magneética de imagem (RMI) (MARCONE et al., 2013) e
fracionamento isotdpico natural especifico (RMN-FINE) (ROSSMANN, 2001).
Tais métodos permitem a obtencdo de diversas informagdes € devem ser
selecionados de acordo com o objetivo do trabalho.

Através da RMN de alta resolucéo, as estruturas das moléculas podem
ser determinadas permitindo analises qualitativas e quantitativas. A técnica de
RMN de baixa resolucdo pulsada € capaz de informar sobre o tempo de
relaxacdo, movimento intra e intermolecular, processos de difusdo, dindmica
molecular, termodinédmica e propriedades estruturais de liquidos em sistemas
porosos. Ja a RMI produz imagem em alta resolugéo da amostra de forma néo
invasiva através das medidas do tempo de relaxagdo e coeficiente de difusdo
(MANNINA e SEGRE, 2002).

Entre as técnicas apresentadas, a RMN de alta resolucido é a mais
utilizada, no entanto, apresenta a desvantagem da necessidade de extracéo o
que resulta na perda de informagdo. Outros inconvenientes podem ser
somados a esse fato, por exemplo, a quantidade de amostra requerida para
alcancar uma boa relagdo sinal-ruido e aumento de custo e do tempo de
analise. Por outro lado, o estudo de matrizes sem qualquer tipo de tratamento
com alta resolugcao pode ser alcancado utilizando a espectroscopia de RMN de
alta resolugéo com giro em torno do angulo magico (HR-MAS: High Resolution
Magic Angle Spinning).

A RMN HR-MAS permite a andlise de amostras heterogéneas ou
semissdlidas que s&o caracterizadas pela falta de homogeneidade e

movimento molecular limitado. Tais caracteristicas s&o responsaveis pelo
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alargamento dos sinais espectrais que, por sua vez, tem sua origem no
acoplamento dipolar dos spins nucleares, na variacdo espacial da
susceptibilidade magnética do meio e na relaxacdo do deslocamento quimico
anisotrépico, sendo este ultimo o de menor importancia quando comparado
com os dois primeiros (CHEN e SINGER, 2007).

Devido a mog¢do molecular restrita, os campos magnéticos gerados
pelos diferentes spins interagem, resultando em um acoplamento dipolar
diferente de zero (também conhecido com acoplamento dipolar direto),
comportamento esse ndo observado nos fluidos. Além disso, para esse tipo de
matriz a susceptibilidade do meio varia com a posicao, resultando na
magnetizacdo n&o uniforme das moléculas pelo campo externo (CHEN e
SINGER, 2007; CLARIDGE, 2009; MACOMBER, 1998).

Todos os fatores mencionados anteriormente dependem da relacéo
angular entre o vetor internuclear e a diregdo do campo estatico. Isso resulta na
origem de campos magnéticos locais diferentes para cada pacote de spin,
resultando em uma faixa larga de frequéncias de precessédo e
consequentemente o alargamento do sinal. A influéncia destes fatores pode ser
drasticamente minimizada ao submeter a amostra a rapida rotagdo em um
angulo especifico chamado “angulo magico” (54,7°). Nessa condi¢cdo, as
contribuicbes do acoplamento dipolar e da diferenca na susceptibilidade
magneética tornam-se insignificantes e os sinais de RMN s&o similares a
aqueles observados em liquidos (CHEN e SINGER, 2007; CLARIDGE, 2009;
MACOMBER, 1998).

Quando comparada com a RMN de liquidos e sdlidos, a técnica de
RMN HR-MAS apresenta caracteristicas positivas, sendo que a mais divulgada
€ sua habilidade para produzir espectros de alta resolucdo a partir da analise
direta de amostras. Na RMN HR-MAS, os procedimentos de preparo de
amostra sdo minimos, permitindo as analises dos compostos em seu estado
natural. Em outras palavras, esta ferramenta combina as tipicas vantagens da
RMN de liquidos e de sdlidos requerendo um curto tempo para a aquisi¢do dos
espectros de hidrogénio mesmo utilizando poucos miligramas da amostra
(BROBERG e KENNE, 2000). A técnica € ainda considerada sensivel, sendo
capaz de detectar componentes com concentracdo abaixo de 1 umol L' em
misturas (GARROD et al.,1998).
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Uma vez que a sonda HR-MAS possui uma configuracdo com
gradiente de campo magnético, experimentos em duas dimensdes
convencionais (HSQC, HMBC, COSY, TOCSY e NOESY) podem ser
adquiridos com alta resolucdo utilizando as mesmas sequéncias de pulsos
empregadas na RMN de liquidos. No entanto, a depender das caracteristicas
da matriz nem sempre uma boa relagdo sinal-ruido € obtida, o que torna os
espectros pouco informativos. A qualidade espectral dos experimentos de 1D e
2D permite a identificacdo dos compostos, visto que informagdes como
multiplicidade e correlagbes homo e heteronucleares sdo obtidas. Substancias
polares e apolares podem ser simultaneamente identificadas, sendo assim,
tanto metabdlitos primarios quanto secundarios podem ser avaliados.

A identificacdo de metabdlitos secundarios nem sempre € possivel em
alimentos quando se usa a técnica de RMN HR-MAS. A diferenca da
concentracdo entre os metabdlitos secundarios e primarios € de algumas
ordens de magnitude e na maioria dos casos 0s compostos majoritarios
impossibilitam a observacdo dos compostos minoritarios. Através da RMN HR-
MAS tem sido identificado comumente acidos graxos, aminoacidos, acidos
organicos, carboidratos e compostos fendlicos. Quando a identificacdo de
compostos minoritarios faz parte do objetivo do trabalho, o uso de
procedimento de extracdo € inevitavel. O uUnico pré-requisito quanto ao
emprego da RMN HR-MAS esta relacionado a mobilidade das moléculas na
amostra, condi¢cdo que € facilmente satisfeita no caso dos alimentos.

Além da area de alimentos, a técnica de HR-MAS tem sido empregada
na biomedicina (LINDON et al., 2009), ciéncia de materiais (ALAM e JENKINS,
2012), quimica combinatéria (SHAPIRO e GOUNARIDES, 2000/2001),
farmacéutica (MARZORATI et al., 2013), no monitoramento de sintese orgéanica
em fase solida (BIANCO et al., 2000; RUHLAND et al., 1998; KEIFER et al.,
1996), em estudos de algas (BROBERG et al., 1998, BROBERG e KENNE,
2000; JEGOU et al., 2010), liqguen (ALCANTARA et al., 2007) com plantas
(KELLEHER et al., 2006; SCHEIDT et al., 2004; ALVES FILHO et al., 2012;
SILVA et al., 2012).

Valentini et al. (2011) publicaram um artigo de reviséo sobre a técnica
que cobre boa parte dos trabalhos publicados previamente. Neste, os autores

mostram as principais aplicacbes e destacando como esta técnica tem sido
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pouco explorada na analises de alimentos. Além disso, foi apresentada a
primeira revis&o geral sobre HR-MAS na caracterizagéo de alimentos (RIGHI et
al., 2008). O nosso grupo de pesquisa publicou recentemente um artigo de
revisdo que discute como a RMN HR-MAS vem sendo usada na area de
alimentos destacando o0s principais aspectos metodoldgicos e aplicagdes
(SANTOS et al., 2015).

12  ANALISE QUIMIOMETRICA: ANALISE DE COMPONENTES
PRINCIPAIS (PCA)

Os perfis espectrais de RMN obtidos a partir de alimentos séo, na sua
maioria, altamente congestionados, uma vez que, informacdes de centenas (ou
até mesmo milhares) de metabdlitos podem ser capturadas em apenas uma
unica corrida analitica (COEN et al., 2008). Mediante esse cenario, 0
processamento e a interpretacdo dos dados em estudos metaboldmicos vém
sendo feito através de métodos de analise multivariada. Através destes, os
perfis espectrais e suas intensidades sao estatisticamente comparadas e
usadas para identificar, por exemplo, qual a caracteristica espectral
responsavel pela distingdo das amostras (WISHART, 2008).

De forma geral, as ferramentas quimiométricas possibilitam a extracéo
de informacdes relevantes de dados complexos. No entanto, para a obtencéo
de resultados significantes é requerido, além da aquisicdo de dados
representativos a escolha adequada do método de analise, bem como o
entendimento do propdsito da analise (KJELDAHL e BRO, 2010).

Na metaboldémica, a analise de componentes principais, do inglés
Principal Component Analysis (PCA), € possivelmente uma das ferramentas
quimiométricas mais utilizadas. Isso se deve ao fato que, normalmente, o
primeiro passo na analise multivariada é explorar e descobrir as caracteristicas
gerais dos dados, possibilitando o seu agrupamento, tal como, a identificac&o
de suas tendéncias (SMOLINSKA et al., 2012). Essas informagbes s&o
facilmente encontradas ao utilizar a PCA.

O emprego da analise por PCA usada como base fundamental da
maioria dos métodos modernos multivariados pode ainda ser justificado devido

ao seu importante papel na identificacdo de amostra com comportamento
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andmalo. A presenca de amostras andmalas (do inglés outliers) afeta todas as
metodologias baseadas nos métodos dos minimos quadrados que séo
comumente empregados na analise multivariada dos dados (SMOLINSKA et
al., 2012).

Em linhas gerais, a PCA descreve individuos, que anteriormente
estavam em um ambiente multidimensional das variaveis, em um espago de
poucas dimensdes (normalmente de duas ou trés dimensdes). Os novos eixos,
chamados de componentes principais (PC), s&o combinac¢bes lineares das
variaveis originais calculadas para maximizar a dispersado dos individuos. Para
a obtengdo da PCA as variaveis originais podem ser multiplicadas por um
coeficiente denominado /oadings (peso, em portugués). O valor numérico de
loadings de uma dada variavel em uma PC indica o quanto a mesma tem em
comum com a componente principal. Isso significa que variaveis com
autovalores nas PC’s s&o responsaveis pela descriminacdo dos grupos, em
outras palavras, possuem as informagdes uteis para discriminar as amostras
(COEN et al., 2008; WISHART, 2008; KJELDAHL e BRO, 2010; SMOLINSKA
et al.,, 2012). Uma discusséo didatica sobre os aspectos basicos da PCA foi
abordada por Bro € Smilde (2014).

A analise multivariada dos dados de RMN é dificultada devido a
possibilidade de variacbes nas frequéncias de ressonancia das substancias.
Tal desalinhamento surge mesmo em analises padronizadas, uma vez que
algumas regides espectrais s&0 mais ou menos sensiveis as interacdes
intermoleculares, pH e temperatura, além das variagdes instrumentais. Dessa
forma, ha uma necessidade clara do emprego de uma abordagem
computacional para alinhar os sinais corretamente (VU e LAUKENS, 2013;
FERREIRA, 2015).

O desalinhamento dos sinais no conjunto de dados, chamado de
“problema de correspondéncia”’, € comumente relatado para os dados de RMN
e LC-MS. O mesmo pode ser definido como a dificuldade de arranjar qualquer
informac&o no devido lugar, por exemplo, em uma tabela colocar os valores
corretos nas colunas e linhas correspondentes (ABERG et al., 2009).

O deslocamento das frequéncias de ressonancia nos diferentes
espectros compromete as intensidades dos sinais e consequentemente o

resultado final da analise estatistica. Uma solu¢cdo simples e popular para
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extrair as intensidades de multiplos espectros, com o intuito de uma analise
comparativa, é conhecida na literatura como binning ou bucket. Binning
consiste em dividir o espectro em pequenas “caixas’ (buckets), que idealmente
sao grandes suficientes para abranger as variagcdes dos sinais. Em seguida, a
intensidade de cada bucket é calculada a partir da area sob a curva. A
metodologia convencional de binning corrige pequenas variagbes nos
deslocamentos quimicos apresentando como desvantagem a reducdo drastica
da resolucéo dos dados (VU e LAUKENS, 2013).

A Figura 1 mostra quatro exemplos hipotéticos de como o sistema de
binning aborda as variagbées dos deslocamentos quimicos. Observa-se que na
Figura 1a os sinais presentes no espectro azul e vermelho acabam no mesmo
bucket, representando a situacédo desejada. Ja na Figura 1b multiplos sinais
ocupam um unico bucket. Existe também o cenario onde ha uma
correspondéncia incorreta, Figura 1c, o primeiro sinal do espectro vermelho
aparece no mesmo bucket onde se encontra o segundo sinal do espectro azul.
Por fim, na Figura 1d observa-se as variagdes dos deslocamentos quimicos
cruzando as fronteiras dos buckets, um mesmo sinal é representado por mais
de um bin (VU e LAUKENS, 2013).

a b
DAL -
e d

Figura 1. Exemplo hipotético de como a metodologia de binning aborda os
deslocamentos dos sinais. (a) cada sinal presente no espectro azul e
vermelho estdo contidos em um unico bucket, (b) em um bucket é possivel
encontrar mais de um sinal, (c) correspondéncia incorreta de sinais
sobrepostos, (d) um unico sinal € representado por mais de um bucket.

Os métodos baseados na abordagem binning s&o largamente utilizados
devido a sua facilidade de uso e por mostrar performances aceitaveis. No

entanto, tais metodologias perdem eficiéncia ao se deparar com grandes
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variagcdes dos deslocamentos dos sinais de RMN. A soluc&o para processar e
comparar espectros com variagdes nas frequéncias de ressonancia consiste no
alinhamento dos sinais. Uma série de metodologias tem sido desenvolvida
nesse sentido, Vu e Laukens (2013) descrevem bem as possibilidades até

entdo disponiveis. Entre elas se destacam os métodos mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Principais métodos de alinhamentos.

Método Sigla Referéncia
Correlation optimized warping COW NIELSEN et al., (1998)
(Alinhamento por Correlagdo Otimizada) v
Dynamic time warping
(Alinhamento por Tempo Dindmico) DTW TOMASI et al., (2004)
Fuzzy warping FW WU et al., (2006)
Generalized fuzzy hough transform GFHT CSENKI et al., (2007)
Interval correlation shifting Icoshift SAVORANI et al., (2010)
Partial Linear Fit PLF VOGELS et al., (1996)
Peak alignment by genetic algorithm
(Alinhamento de picos por algoritmos PAGA FORSHED et al., (2003)
genéticos)
Peak alignment by FFT PAFFT WONG et al., (2005)
Progressive consensus alignment of PCANS STAABetal., (2010)
NMR spectra
Hierarchical cluster — based peak CIUPA VU et al., (2011)

alignment

Fonte: Adaptado de Vu e Laukens (2013).

A desvantagem do uso de buckets pode ser superada ajustando os
seus limites para o minimo, com o objetivo de fornecer buckets otimizados de
diferentes tamanhos (FERREIRA et al., 2015). A primeira metodologia baseada
nessa ideia foi implementada no software comercial ACD/Labs™ (Toronto,
Canada) denominada intelligent bucketing. Em outro trabalho, Davis et al.
(2007) introduziu o “adaptive binning” que define o tamanho do bucket baseado
nos picos detectados no espectro de referéncia. Alternativas para o bucketing
tradicional foram propostas recentemente na literatura denominado Gaussian

binning e dynamics adaptive binning, no entanto, assim como o método
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proposto por David et al. (2010) estas metodologias requerem um alto nivel de
conhecimento estatistico/matematico.

Nesse contexto, Souza et al. (2013) propuseram uma modificacdo no
procedimento convencional de bucketing, designado como optimized bucketing
algorithm (OBA), onde o tamanho do bin é otimizado através do
estabelecimento dos seus limites no minimo local utilizando um espectro médio
de RMN. Dessa forma, os buckets com tamanhos variaveis passam a ser 0s
mesmos para todas as amostras.

Essa metodologia foi avaliada utilizando trés conjuntos de dados. Ao
utilizar espectros de vinho, concluiu-se que a estratégia do bucket otimizado
pode ser util para a construcdo de modelos menos complexos (MLR models)
com boas habilidades de predigdo. O desempenho da OBA na analise
exploratéria dos dados de biodiesel também foi avaliado, demonstrando que o
mesmo pode ser de grande importancia para os propdsitos de reconhecimento
de padrbes. Por fim, no conjunto de dados de tumores no cérebro, o OBA
permitiu a construgdo de um modelo PLS-DA capaz de discriminar tumores
com menor numero de erros de classificacao.

Para o estabelecimento dos buckets com tamanhos variaveis, usa-se
um espectro médio do conjunto de dados. No primeiro momento, s&o definidos
dois parametros:

1 — o tamanho inicial dos buckets, que por sua vez € convertido em
numero de pontos (N) através da raz&o entre o tamanho do bucket e intervalo
amostral (sampling interval - definido pelas condigbes experimentais);

2 — o parametro de flexibilidade (slackness), que é dado como
porcentagem de N e define a distdncia que os limites podem se mover
enquanto procura pelo minimo local no espectro médio. O parametro de
flexibilidade € expresso como: s = slackness x 0,01 x N. Por exemplo, em um
conjunto de dados adquirido com um intervalo amostral de & 0,0004,
selecionando o tamanho de buckets de © 0,04 (o que resulta em um N =
0,04/0,0004 = 100 pontos) e 50% de slackness (s = 50 x 0,01 x 100 = 50
pontos), o tamanho do bucket pode variar de & 0,02 a 0,06 (100 £ 50 pontos),
dependendo onde o local minimo € encontrado (SOUZA et al., 2013).

Um importante ponto a ser considerado na OBA € a escolha da melhor

combinagdo entre o tamanho dos buckets e o parametro de flexibilidade
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(slackness) para cada conjunto de dados. A melhor combinacdo destes
parametros pode ser encontrada baseada na inspec¢do visual da extensdo dos
desalinhamentos na linha de base, do valor da variancia explicada de uma PCA
ou ainda pelo simplicity value da matriz que, por sua vez, esta relacionado a
qualidade do alinhamento dos espectros. Souza et al. (2013) sugere que o
tamanho dos buckets ndo seja grande, uma vez que, essa metodologia
provoca uma diminuicdo da resolucdo do eixo dos deslocamentos quimicos,
dessa forma deve haver uma harmonizagao entre a correcao dos alinhamentos

e a reducao do numero de variaveis.

1.3 FRUTAS NO BRASIL

Na literatura s&o encontrados diversos trabalhos que mostram a
eficacia da RMN na analise de frutas, uma das matrizes alimentares de maior
relevancia no mundo. Dentro do mapa de agronegdcio mundial, o Brasil possui
uma importancia inquestionavel e vem mantendo sua colheita superior a 40
milhdes de toneladas de frutas frescas desde 2004 (SANTOS et al., 2013).

Este resultado confere ao pais o posto de terceiro maior produtor
mundial de frutas (com aproximadamente 1,9 milh&do de hectares de area
plantada), sendo ultrapassado apenas pela China e india (SANTOS et al.,
2013; FACHINELLO et al., 2011). De acordo com a Secretaria de Comércio
Exterior (Secex) compilados pelo lbraf (Instituto Brasileiro de Frutas), em 2013
o Brasil destinou aos clientes externos um total de 711,869 mil toneladas de
frutas 0 que rendeu 657,528 milhdes na receita anual. Entretanto, o valor de
exportacao representa apenas 3% daquilo que é colhido no Brasil (SANTOS et
al., 2013).

Tendo em vista o potencial brasileiro para a exportacdo de frutas;
programas de qualidade na cadeia de producao, em diferentes ramos, estéo
sendo adotados com o objetivo de consolidar uma maior participacéo do Brasil
no mercado internacional. Nesse contexto, o Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) criou a Producao Integrada de Frutas (PIF) que tem
como objetivos: rastrear a producao brasileira de frutas, conferir ao agricultor
um selo de certificagdo e garantir a qualidade da fruta ao exportador. Dessa

forma, o objetivo do PIF € elevar os padrées de qualidade e competividade da
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fruticultura brasileira ao patamar de exceléncia requerido pelo mercado
internacional (GUEDES et al., 2007).

Em linhas gerais, a qualidade pode ser entendida como consequéncia
de um controle efetivo de matéria-prima. Entre os estagios fisiologicos que
estdo envolvidos na qualidade da fruta destaca-se o0 processo de
amadurecimento. O estagio de maturagcédo envolve reagbes complexas, com
alteragdes fisioldgicas, metabdlicas, bioquimicas e estruturais perceptiveis pela
mudanca de caracteristicas como a coloragdo, textura, sabor e aroma
(CHITARRA e CHITARRA, 2005). O acompanhamento das modificagdes
quimicas durante a maturacdo (pré-colheita) e pos-colheita contribui para a
manutencao da qualidade, bem como, no aumento do tempo de
armazenamento da fruta, o que pode contribuir para a diminuicdo do
desperdicio das mesmas, um grave problema da producdo brasileira (CENCI
2006; TOFANELLI et al., 2007).

Durante a maturacdo até o completo amadurecimento, numerosos
processos bioquimicos e degradativos ocorrem de forma sequencial ou
concomitante. A mudanc¢a caracteristica inicial da maturacédo é a degradacéo
da clorofila, bem como, a sintese de outros pigmentos, envolvendo
modificagdes na cor, seguida de aprimoramento do sabor pela sintese de
acucares e de substancias volateis, redugdo de acidez e da adstringéncia,
acompanhadas de modificacbes da textura pelo amaciamento dos tecidos
(CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Dentro desse contexto, a avaliagdo das mudang¢as quimicas que
ocorrem nos estagios de pré e pos-colheita € de grande relevancia, uma vez
que permite entender os fendbmenos que estdo diretamente relacionados com a
qualidade dos frutos e consequentemente interferem no seu valor nutricional,
organoléptico e nutracéutico. No entanto, a variedade e a complexidade das
modificagdes quimicas envolvidas nesse processo tornam esse tipo de

investigacdo um desafio.

1.3.1  CAQUI (Diospyros kaki)

Entre as principais fruteiras brasileiras encontra-se o caqui (D. kaki). De

acordo com o Anuario Brasileiro de Fruticultura (2014), o cultivo desta espécie
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ocupa a 172 posigado no ranking de produgéo, apresentando em 2013 um
montante de 173 mil toneladas, o que correspondeu a um valor de 225 milhdes
de reais (IBGE, 2013).

Pertencente a familia Ebenacea, o género Diospyros € 0 mais
importante, em termos econdmicos € numéricos, sendo composto por mais de
350 espécies. Entre elas se destaca a espécie “kaki” por conta do seu alto
rendimento na producéo de frutas (MALLAVADHANL et al., 1998). D. kaki é
cultivado principalmente na China, Coréia, Japao, Brasil, Italia, Israel e Nova
Zelandia (YAMAGISHI et al., 2005). No Brasil, as regiées Sul e Sudeste s&o as
maiores produtoras, tendo como destaque na producdo os estados de Sé&o
Paulo, Parana e Rio Grande do Sul (BRACKMANN, 2003).

A espécie D. kaki é caracterizada pela grande quantidade de cultivares.
Estima-se que no Japéo cerca de 1000 cultivares tem aparecido ao longo da
histéria do seu cultivo (SUGIURA et al., 1988; YAMAGISHI et al., 2005). O
termo “cultivar” (representado por “cv.”) € definido como uma variedade da
espécie que foi escolhida, cultivada ou ainda melhorada. Comumente, os
termos cultivar e variedade sdo confundidos, no entanto, o segundo € dito
auténtico, ou seja, ocorre de forma natural (HAYNES, 2008). Genericamente,
os diferentes cultivares de caqui podem ser divididos em dois grupos:
adstringente e n&o adstringente. No Brasil, os cultivares mais cultivados séo
‘Fuyu’, ‘Giombo’, ‘Kakimel’, ‘Kioto’ e ‘Rama-forte’ por apresentarem boa
adaptacao e produtividade (BIASI, 2009).

Além da importancia econémica, o caqui tem sido apresentado como
uma das frutas de maior atividade biologica (DAOOD et al., 1992; VEBERIC et
al., 2010). Segundo Luo e Wang (2008) e Veberic et al. (2010) no passado, 0
caqui era utilizado para fins medicinais no tratamento de hipertenséo, paralisia,
tosses, queimaduras e hemorragias. Kim et al. (2009) relatou que as folhas e
os frutos do caqui tém sido empregados na medicina tradicional coreana para
tratar apoplexia, arteriosclerose, tosse e diarreia.

Entre os estudos de bioatividade dos frutos de caqui tem sido relatado
efeitos relacionados a atividade antioxidante (GIORDANI et al., 2011), melhora
no metabolismo lipidico (GORINSTEIN et al.,, 2000; PARK et al.,, 2008),
atividade citotdxica (KAWASE et al., 2003), potencial agente antidiabético (LEE

et al., 2007), induz a redugcdo da presséo arterial e agregacédo de plaquetas,
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exercendo um efeito benéfico sobre doengas coronarias (SANTOS-BUELGA e
SCALBERT, 2000).

A chave da atividade biolégica, bem como, das propriedades
nutricionais e organolépticas dos alimentos se encontra na composi¢cao
quimica. Por exemplo, a sensacdo de dogura e aroma em frutas esta
diretamente relacionada a proporgcdo agucares/acidos organicos e teor de
acucar individual (DAOOD et al., 1992). Juntamente com os carotenoides,
estes compostos podem ser utilizados como indice de qualidade da fruta
(COLARIC et al., 2005).

Giordani et al. publicaram em 2011 uma revisdo mostrando os
principais metabdlitos primarios e secundarios encontrados no caqui, bem
como as metodologias empregadas na investigacdo da composicédo quimica da
fruta. Na sua maioria, esses métodos sdo antigos e imprecisos, 0 que acaba
gerando um numero significativo de artefatos nos resultados. Esse fator
juntamente com a falta de um protocolo que define o real estagio de maturacéo
do fruto no momento da analise tornou impossivel a comparacdo da
composi¢cdo quimica entre os diferentes cultivares. Ainda hoje, sabe-se pouco
sobre a composicdo quimica do caqui € com poucas oportunidades de
comparagdo entre os resultados encontrados por pesquisadores em paises
distintos.

As diferentes partes do caquizeiro (frutos, folhas, caule e raiz) contém
uma variedade de compostos como: carboidratos, acidos organicos, vitaminas,
taninos, polifenadis, fibras, carotenoides, terpenoides, esteroides, naftoquinonas
e lipideos (ZHOU et al., 2011; LEE e LEE, 2008, VEBERIC et al., 2010;
DAQOOD et al., 1992; HITAKA et al., 2013; EBERT e GROSS, 1985; GONDO et
al., 1999). Boa parte desses compostos desenvolve um papel importante no
sabor, na cor, bem como no valor nutritivo e farmacoldgico do fruto (ZHOU et
al., 2011).

Para que a produgdo de caqui continue crescendo (e
consequentemente os valores de exportacdo) € necessario o desenvolvimento
de estudos que contemplem desde o aprimoramento das tecnologias pré e pos-
colheita até metodologias mais eficazes para a avaliacdo da composicéo

quimica do fruto.
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A producdo e a comercializacdo de caqui enfrentam problemas como,
por exemplo, pouca informac&o sobre manejo (BUESA et al., 2013), transporte
(LEE et al., 2005), estocagem (SOUZA et al., 2011; BIBI et al., 2007), curto
tempo de prateleira (PALOU et al., 2013; HARIMA et al., 2003; LUO, 2007),
grande numero de cultivares, necessidade de tratamentos para a remoc¢éo de
adstringéncia, assim como o efeito desse na qualidade dos frutos (PLAZA et
al.,, 2012; GROSS et al., 1984).

Pang et al. (2007) consideram o amolecimento do fruto como o maior
dos problemas enfrentados pelo caqui no processo de comercializagdo. Apds o
cultivo, este precisa ser consumido em um curto periodo devido a alta
perecibilidade. J& em camaras frias, sob refrigeragdo, o fruto apresenta
potencial de conservacao de 15 a 30 dias, 0 que pode ser considerado um
periodo curto (HIDALGO et al., 2012). Além disso, devido a grande quantidade
de cultivares de caqui do tipo adstringente boa parte da produgéo passa por um
processo de remog¢do dos taninos (destanizacéo) antes da comercializacdo.
Embora esse processo resulte na melhora da qualidade sensorial do fruto, ha
uma diminui¢do no seu tempo de prateleira (PLAZA et al., 2012).

Taninos s&o metabdlitos secundarios de plantas superiores. A
classificacdo sistematica dessas substancias € uma tarefa ardua devido a sua
diversidade estrutural, no entanto, a mesma pode ser descrita em quatro
grupos principais (Figura 2):

(1) - Galotaninos: s&o aqueles taninos em que a unidade galoil ou seus
derivados meta-depsideos (meta-depsidic) estéo ligados a unidades
de triterpenoides, poliol ou catequina;

(2) - Elagitaninos: sao aqueles em que, pelo menos, duas unidades
galoil estdo acopladas entre si pela ligagdo C-C, e ndo contém uma
unidade de catequina ligada glicosidicamente;

(3) — Taninos complexos: sao taninos em que uma unidade de
catequina esta ligada a uma unidade de galotanino ou elagitanino
glicosidicamente;

(4) — Taninos condensados: s&o proantocianidinas oligoméricas ou

poliméricas formadas por ligacéo de C-4 da catequina com C-8 ou C-6

da unidade monomérica seguinte.
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Taninos

Galotaninos Elagitaninos Taninos complexos Taninos condensados

Ri: Unidade de galoil (G) ou outros substituintes R: : Unidade de catequina

Figura 2. Classificacdo dos taninos. Fonte: adaptado de KHANBABAEE e VAN REE
(2001).

A observacdo que muitos taninos podem ser hidrolisados em seus
componentes - por exemplo, através de tratamento utilizando agua quente -
conduziu para a classificagdo de tais taninos como taninos hidrolisaveis que
inclui ambos o0s galotaninos quanto os elagitaninos. As proantocianidinas
oligoméricas ou poliméricas (taninos condensados), por sua vez, sao
classificados como néo hidrolisaveis.

Segundo Ittah (1993), o caqui € rico em ambos taninos hidrolisaveis e
nao hidrolisaveis. No entanto, os taninos soluveis de baixo peso molecular séo
considerados 0s responsaveis pela adstringéncia em frutas, uma vez que o0s
taninos se ligam fortemente a proteinas. Na boca, eles precipitam as proteinas
presentes na saliva - majoritariamente amilase - e se ligam aos receptores,
causando a sensagdo de secura caracteristica dos alimentos adstringentes
(ITTAH 1993, KAZUHIRO e KLUGE, 2009). Basicamente, para o caqui, a
remocdo da adstringéncia € realizada através da exposicdo da fruta a
condi¢des anaerdbicas ou a produtos de respiragdo anaerdbica. Sob condi¢des

anaerdbicas ha a producdo de acetaldeido que por sua vez reage com 0S
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taninos soluveis formando compostos insoluveis ndo adstringentes (PLAZA et
al.,, 2012; SALVADOR et al., 2007; SALVADOR et al., 2008). Entre as técnicas
utilizadas para a destanizacdo destaca-se o etanol a vapor, alta concentracéo
de N2 e, por fim, a metodologia mais aceita pela industria: a alta concentragéo
de CO2 (SALVADOR et al., 2008).

Recentemente, Besada et al. (2013) utilizaram a abordagem
metabolémica para avaliar o efeito da remog¢ao da adstringéncia no perfil volatil
(CG-MS) de 12 cultivares adstringentes. Ainda nesse contexto, Kondo et al.
(2004) e Del Bubba et al. (2009) demonstraram os efeitos da destanizagdo no
valor nutricional e na atividade antioxidante do fruto.

Mediante ao exposto, destaca-se a necessidade de se ter mais
conhecimento basico sobre a composicdo quimica de caqui nos diferentes
estagios do desenvolvimento do fruto, que por sua vez, pode auxiliar na
elaboragdo de novas estratégias para contornar as dificuldades enfrentadas no
cultivo. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho €& otimizar uma
metodologia baseada na RMN HR-MAS para a avaliagdo metabolémica dos
cultivares ‘Fuyu e ‘Giombo’, classificadas como n&o adstringente e
adstringente - respectivamente, durante o0 processo completo de
desenvolvimento do fruto. Além do suporte para a elaboragdo de novas
metodologias para o acompanhamento de diferentes processos de pré e pds-
colheita, o conhecimento da quimica do caqui pode agregar valor a fruteira uma
vez que o amadurecimento das frutas influencia diretamente nas propriedades
organolépticas e no valor nutritivo das mesmas, que consequentemente
impacta no consumo, € por fim, na economia.

De acordo com a literatura, esse € o primeiro estudo da composicao
quimica de diferentes cultivares de caqui feito mensalmente. Em 1985, Ebert e
Gross investigaram somente o teor de carotenoides na casca do fruto de D.
kaki durante um ciclo completo de desenvolvimento do cultivar ‘“Trihumph’
(EBERT e GROSS, 1985). Além disso, até entdo, dentro do conjunto de
ferramentas da RMN, somente a RMI foi utilizada para a avaliagdo qualitativa e
quantitativa do fruto de D. kaki cv ‘Fuyu’ durante pods-colheita e maturagéo
(CLARK e MACFALL, 1996; CLARK e MACFALL, 2003). Uma vez que o
emprego da RMN HR-MAS permite a analise direta da composi¢édo quimica da

amostra, os artefatos provenientes das metodologias até entdo empregadas
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nesse contexto podem ser evitados (GIORDANI et al., 2011). Por fim, alguns
pesquisadores também tém focado na investigacdo dos metabdlitos
secundarios e primarios em diferentes cultivares (ZHOU et al., 2011; VEBERIC
et al., 2010; SUZUKI et al., 2005).



OBJETIVO
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2 OBJETIVOS

21 GERAL

Investigar a composicdo quimica de dois cultivares de caqui (‘Fuyu’ e
‘Giombo’) durante os diferentes estagios de desenvolvimento através da
técnica de RMN HR-MAS aliada a quimiometria sob a otica da abordagem

metabolémica.

2.2 ESPECIFICOS

v Desenvolver método analitico utilizando a técnica de RMN HR-
MAS que permita o acompanhamento das modificagées quimicas ocorridas no

caqui;

v Adquirir os espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras de
caqui (‘Giombo’ e ‘Fuyu’) coletadas durante todo o processo de

desenvolvimento;

v Discriminar as amostras em grupos de acordo com os estagios de

desenvolvimento através da técnica de PCA;

v ldentificar os possiveis sinais de 'H responsaveis pela
diferenciagdo dos grupos através da analise de PCA, bem como, de
experimentos de RMN bidimensionais (HSQC, HMBC, COSY e TOCSY),

v Avaliar as diferencas nos perfis metabdlicos entre o caqui

‘Giombo’ e 0 ‘Fuyu’.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras de caqui foram fornecidas pela empresa Boutin
Fruticultura localizada na cidade de Porto Amazonas-PR. As coletas foram
realizadas durante o ano de 2012-2013 cobrindo todo o processo de
desenvolvimento. A mesma teve seu inicio no més de setembro e finalizou em
margo para ambos cultivares (‘Fuyu’ e ‘Giombo’). Os frutos foram coletados na
altura mediana do caquizeiro cobrindo, randomicamente, toda a extens&o do
plantio. As coletas foram realizadas ao final do més, preferencialmente no dia
29. ApOs a coleta as amostras foram mantidas a — 80 °C até o dia da analise.
As amostras s&do mencionadas no texto utilizando a letra F e G para designar
‘Fuyu’ e ‘Giombo’, respectivamente, e em seguida a inicial de cada més. Por

exemplo, a sigla FD significa amostras da cultivar ‘Fuyu’ no més de dezembro.

3.2 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA PARA AQUISICAO DE ESPECTROS
DE RMN HR-MAS DE 'H

A otimizacdo da metodologia para o estudo metabolédmico de caqui
compreendeu da avaliagdo dos parametros de aquisicdo, preparo €
estabilidade da amostra. Foram utilizados frutos que representam o inicio e o

final do processo de maturacdo, setembro e margo respectivamente.

3.2.1 Parametros de aquisigcao

Trés sequéncias de pulsos foram utilizadas nessa etapa: zgpr,
noesyprid e cpmgprid. Para a avaliagcdo dos resultados levou-se em
consideracao o perfil espectral, a resolugdo dos sinais e a qualidade da
saturacdo (Figura 3). Apds selecionar a sequéncia de pulsos, avaliou-se 0

numero de promedia¢des variando entre 32 a 1K.
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[

Parametros:
Fruto Maduro: BB v Perfil espectral,
Marco v zgpr v Resolugao;
—_—
v noesyprid v Qualidade da
v cpmgprid 20"
Fruto Verde: SAIIEEHC;
Setembro v Relagdo sinal-
ruido.

Figura 3. Esquema da estratégia experimental para a escolha da sequéncia de pulso
adequada.

3.2.2 Preparo da amostra

A repetibilidade intra e inter-dias do preparo da amostra foi avaliada
ao empacotar o rotor por cinco vezes em trés dias diferentes com intervalo de
24 h (Figura 4). Também foi avaliada a representatividade da amostra usando
diferentes partes de um unico caqui (Figura 5). Em ambos os experimentos os

espectros de hidrogénio foram comparados entre si.

Aquisicao de

—_— [ Empacotado (5 X) ] — | espectro de RMN
HR-MAS de H.

|

[ Avaliagdo feita em 3 dias diferentes com um intervalo de 24 h. ]

Figura 4. Esquema da avalicdo da repetibilidade inter e intra dias do preparo de
amostra.
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[ Superior esquerda ] [ Superior direita ]

[ Inferior esquerda ] [ Inferior direita ]

[ Centro ]

Figura 5. Esquema para a avaligcdo da representatividade da amostra.

3.2.3 Teste de estabilidade da amostra

A estabilidade da amostra foi averiguada por meio da: (1) aquisicao de
sucessivos espectros de hidrogénio durante 12 h com o rotor permanecendo
dentro do magneto (20°C), (2) obtencdo de espectros apds a exposicdo do
fruto as condi¢gdes ambientes (23°C) com 2, 4, 6, 8, e 24 h depois da retirada
da amostra do freezer e (3) aquisicdo de espectros de 'H variando a velocidade
de giro do rotor (Figura 6). Para a avaliacdo dos resultados, os espectros de
RMN de 'H adquiridos no tempo zero de cada experimento foram comparados

com as demais medidas.



Teste 1: permanéncia dentro do magneto

Amostra
retirada do
freezer

40

Mantida no rotor
—_— dentro do —_—)
equipamento
(20°C)

Aquisi¢ao de espectro
de '"H RMN HR-MAS a

cada 1h por 12h

Teste 2: exposi¢do a condi¢des do ambiente

Amostra
retirada do
freezer

~

J

Rotor
empacotado

i Aquisicéo de
Exposta a espectro de RMN
temperatura ' HR-MAS de 'H em
ambiente (23 °C) 2,4,6,8e24h
depois
\
Teste 3: velocidade de giro do rotorTeste 1:
Velocidades de
giro:
v 3 kHz Aquisicdo de
’ espectro de 'H
=l s —— | RMNHR-MAS.
v 5KkHz;
v 6 kHz;
v 7 kHz.

Figura 6. Esquema para a avalicdo da estabilidade da amostra.
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3.3 ESPECTROS DE RMN HR-MAS DE 'H

Para a aquisicdo dos espectros de RMN HR-MAS, a fruta congelada foi
dividida ao meio, retirou-se uma fatia de uma das bandas e a pulverizou com
auxilio de N2 liquido. Doze miligramas da polpa foi empacotada em um rotor de
zirconio de 50 pulL, seguido pela adigdo de uma solugcdo tampéo fosfato D20
(pH=6,4; contendo 0,5 % de trimetilsililpropionato de sdédio -TMSP-d;). Fez-se
necessario 0 uso de solugdo tampé&o, uma vez que a mudan¢a no pH € uma das
caracteristicas do processo de maturagdo das frutas e que existe uma
dependéncia bem conhecida entre os deslocamentos quimicos € a variacéo do pH
para compostos que possuem estado de ionizacdo variavel na faixa estudada
(DEL CAMPO et al., 20086; GIL et al., 2000). Baseado na literatura optou-se pelo
uso solugcdo tampéo de fosfato com pH 6,4 que se mostrou eficiente para o
trabalho com minima variagdo nos deslocamentos quimicos para amostras em
diferentes estagios de maturacdo (SHINTU e CALDARELLI, 2005; SHINTU e
CALDARELLI, 2006 e SHINTU et al., 2007).

Os espectros de RMN HR-MAS de 'H foram adquiridos em um
espectrdmetro de RMN Bruker, modelo AVANCE IIl, operando a 9,4 Tesla,
observando o nucleo de hidrogénio a 400,13 MHz, equipado com uma sonda
de alta resolugdo com giro no angulo magico (4 mm MAS "H/'*C/'SN/D).

As melhores condi¢bes alcancadas para a aquisi¢do dos espectros de
RMN HR-MAS de hidrogénio consistiu em: sequéncia de pulsos noesyprid
(com relaxation delay (d1) de 1,0 s e com o mixing time (d8) de 100 ms), 64 K
de numero de pontos (TD), 512 transientes (NS) e janela espectral de 5999,204
Hz, tempo de aquisi¢éo igual (AQ) a 5,4 s; temperatura 293 K.

Durante a aquisicdo as amostras foram giradas no angulo magico (6 =
54,74°) a uma velocidade de 5 KHz. O angulo magico foi ajustado diariamente
e o shimming foi otimizado para cada amostra. Os espectros foram
processados no programa TOPSPIN com 64K pontos aplicando-se uma
multiplicagéo exponencial dos FIDs por um fator de 0,3 Hz. Os deslocamentos
quimicos foram calibrados em relagdo ao sinal do TMSP-ds (8 0,0). O tempo
experimental total foi de 60 min para cada amostra incluindo o tempo utilizado

para o empacotamento do rotor.



42

Para a confirmacéo da atribuicdo dos sinais nos espectros de 'H,
experimentos de correlacdo direta, bem como a longa distancia (HSQC e
HMBC), foram adquiridos em um espectrdbmetro Bruker Avance Il 600,
operando a 14,1 Tesla, observando o nucleo de 'H a 600 MHz e o nucleo de
13C a 150 MHz, respectivamente. Uma sonda quadrinuclear (H/ '3C/ SN/ 3'P)
de 5 mm com deteccdo inversa e gradiente no eixo Z foi utilizada na aquisicéo
dos dados. Os deslocamentos quimicos foram reportados em ppm usando o
sinal do TMSP-d4 como referéncia interna. Amostras de caqui de ambos
cultivares representando o inicio, meio e fim do desenvolvimento foram

extraidas diretamente em D20 e ent&o adquiriu-se os espectros 1D e 2D.

3.4 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

Para analise de componentes principais (PCA) dos dados utilizou-se o
programa AMIX® (versdo 3.9.12, Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany). A
regido do espectro utilizada foi de & 0,50-9,50 divididas em intervalos
(denominados buckets) de d 0,02. As areas referentes ao sinais residuais da
agua (0 4,5-5,2) e da acetona (8 2,20-2,26) foram excluidas gerando uma
matriz de dados composta de 70 amostras (linhas) e 446 variaveis (colunas)
para cada cultivar.

A area de cada bucket foi integrada usando o modo de integracéo
especial (special integration mode). Em seguida, os espectros foram escalados
com relac&o a intensidade total (scaled to total intensity), ou seja, a intensidade
do sinal medido para cada bucket foi dividida pela integral de todos os sinais do
espectro. Dessa forma, as diferencas espectrais oriundas da variagdo da
quantidade da amostra empregada pode ser minimizada.

Por outro lado, foi aplicado o auto escalamento (scaled to unit variance)
nas colunas, o que significa que todas as variaveis (buckets) passaram a ter
um peso similar na analise estatistica. Esse tipo de pré-processamento €
necessario para amostras onde a concentracido dos compostos € bastante
diferente na amostra. Foram gerados graficos de escores para comparar as
mudancas quimicas ao longo do processo de desenvolvimento. A identificac&o

dos metabdlitos responsaveis pela separacdo entre os grupos foi realizada
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através dos gréficos de influéncias (loadings), que mostram o peso relativo de

cada bucket para as tendéncias observadas no grafico de escores.

3.5 - ANALISE ESTATISTICA

As areas dos sinais responsaveis pela discriminagdo na analise de
PCA foram determinadas e submetidas a analise de varidncia ANOVA. As
médias foram comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5% de

probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DA METODOLOGIA PARA A AQUISICAO DE ESPECTROS
DE RMN HR-MAS DE 'H

O estudo metabolémico requer um cuidado especial na aquisicdo dos
dados. A metodologia deve ser otimizada para que os resultados alcancados
sejam decorrentes apenas da influéncia do processo que se investiga, eliminando
ao maximo as interferéncias referentes ao preparo de amostra ou problemas de
ordem instrumental.

A maior parte dos trabalhos encontrados na literatura, na area de
alimentos, nao discute sobre os cuidados que devem ser observados ao
desenvolver uma metodologia baseada em HR-MAS. Nesse contexto, algumas
estratégias foram descritas no presente trabalho. Certamente, outras abordagens
devem ser adicionadas dependendo do sistema que esta sendo investigado.

A etapa de otimizacdo consistiu na avaliacio dos parametros de aquisi¢cado
(sequéncia de pulsos e numero de promediacdes), preparo de amostra
(representatividade da amostra e reprodutibilidade intra e inter-dias) e estabilidade
da amostra (exposicao do fruto ao ambiente, permanéncia da amostra dentro do

equipamento e influéncia da velocidade de giro do rotor).

4.1.1 Pardmetros de aquisi¢cao

A sequéncia de pulsos deve fornecer 0 maximo de informacédo da amostra
e eliminar os sinais inconvenientes como, por exemplo, 0 sinal da agua, que
comumente aparece nos espectros de RMN, referente a troca quimica que ocorre
entre D20 e H20 (SACCO et al., 1998; LIAO et al., 2010 e MAZZEI e PICOLO,
2012). Foram testadas trés sequéncias de pulsos para a saturacdo do sinal
D20/H20: zgpr, comgprid e noesyprid.

Durante essa etapa, caquis do inicio e fim do processo de maturacéo
foram selecionados, representando as diferentes durezas dos frutos. Isso se faz
necessario devido a dependéncia entre a resposta da técnica de HR-MAS e a
mobilidade das moléculas na matriz (CHEN e SINGER, 2007). O maior teor de

agua encontrado em frutos no estagio final do desenvolvimento provoca o aumento
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do grau de mobilidade das moléculas, que por sua vez, pode facilitar a saturacéo
do sinal residual da agua bem como no ajuste do shimming.

As Figuras 7 e 8 mostram os espectros do fruto verde e maduro para as
trés sequéncias de pulso. A avaliacdo do desempenho das sequéncias de pulsos
foi baseada no perfil espectral, resolugao dos sinais e qualidade da saturacéo.

Ao observar os resultados para o fruto maduro notou-se que as trés
sequéncias de pulsos testadas foram satisfatérias, com destaque para a melhor
relacdo sinal/ruido ao usar a zgpr. Essa sequéncia é a mais indicada pela BRUKER
para estudos metaboldmicos, uma vez que a saturacdo do sinal residual da agua
nao interfere nos demais sinais. No entanto, a zgpr ndo se mostrou eficaz na
saturacdo do sinal para os frutos verdes (Figura 8), neste caso, somente a
noesyprid se mostrou eficiente. Mediante aos bons resultados obtidos com essa
sequéncia para os frutos maduros, a noesypr1d foi selecionada para o presente
trabalho. A noesyprid vem sendo utilizada em estudos metabolédmicos
(VERMATHEN et al., 2011; RITOTA et al., 2012a; RITOTA et al., 2012b).

A sequéncia de pulso noesyprid é compreendida por. RD-90°-t1-90°-tm-
90°-FID, onde RD representa um tempo de recuperacédo (d1), t1 representa o
primeiro incremento de um experimento NOESY e tm (d8) é o tempo de mistura na
sequéncia NOESY. Para avaliar os valores mais adequados desses parametros
nas analises, foram feitos experimentos onde d1 assumiu valores de 1-4 s
enquanto d8 variou em 50-150 ms. Ao alterar os valores de d1 e d8 n&o foram
observadas diferencas no perfil espectral, optou-se por utilizar 1 s para d1 e 100

ms para d8.
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Figura 7. Espectro de RMN HR-MAS de 'H do fruto de caqui maduro utilizando as sequéncias de pulso

zgpr, noesyprid e cpmgprid. Acima a expanséo de & 1 a 3 mostrando o perfil para a parte
do espectro com menor intensidade.
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Figura 8. Espectro de RMN HR-MAS de 'H do fruto de caqui verde utilizando diferentes
sequéncias de pulsos. As setas mostram a qualidade da saturagdo do sinal da agua.
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Por fim, foi avaliado o numero de promedia¢bes variando de 32 a 1K. A
Figura 9 mostra a expansao da regido com sinais de menor intensidade de & 1-3
para todas as condigdes analisadas. Como pbde ser observado, a intensidade do
sinal adquirido com 512 promediagbes € suficiente para a atribuicdo dos sinais e

semelhante, em termos de perfil espectral, aquela observada empregando 1K.

1K .,MWW% . ¥ ;,“M
512 WMM*MMAMWWWNMMWM
256 WAWV\WWWMWMMWM

128 WMNANWMMMMMMWM
64 MMMMMWWMMW
32 MMMJ\MMMMWMMMMMWMWM

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 ppm

Figura 9. Espectros de RMN HR-MAS de 'H do fruto de caqui verde utilizando a sequéncia de
pulsos noesyprid (d1 = 1 s e d8 = 100 ms) com diferentes numeros de
promediacées. Nota-se a boa relagdo sinal/ruido quando empregado 512
promediacdes se assemelhando, em termos de perfil, a 1K de promedia¢des
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4.1.2 Preparo de amostra

Em analises qualitativas, o preparo de amostra para HR-MAS é
bastante simples, consistindo da insercao do material em um rotor juntamente
com gotas de um solvente deuterado. Contudo, para analises quantitativas ou
envolvendo tratamento quimiométrico, o preparo de amostra pode ser
desafiante devido as dificuldades na reprodutibilidade do empacotamento da
amostra no rotor (SANTOS et al., 2015).

Para investigagdo metabolémica a mesma qualidade espectral deve
ser mantida em todos os espectros, e portanto, o ajuste do shimming é
relevante. De acordo com Piotto et al. (2005) teoricamente o shimming
adequado em HR-MAS independe da amostra e do solvente utilizado, desde
que o rotor esteja sempre na mesma posicao dentro da sonda e que o volume
detectado seja sempre 0 mesmo.

Dessa forma, com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade do preparo
da amostra intra e inter-dias, um fruto foi escolhido aleatoriamente e
empacotado cinco vezes em trés dias diferentes, em seguida espectros de
RMN HR-MAS de 'H foram adquiridos. Baseado na inspec&o visual, foi
observado uma boa reprodutibilidade no preparo da amostra resultando em
espectros com perfis similares. Além disso, a largura da meia-altura do sinal do
TMSP-ds foi constante em todos os espectros confirmando a qualidade do
shimmings alcangados.

Uma vez que a quantidade de amostra normalmente utilizada para
analise de HR-MAS ¢é pequena, aproximadamente 12 mg, o procedimento
amostral deve ser realizado em regides que representem a amostra como um
todo. A heterogeneidade inerente as frutas, torna tal representatividade um
desafio, que pode adicionar algumas dificuldades para as analises estatisticas.
Delgado-Doni et al. (2003) mostraram que diferentes perfis espectrais podem
ser obtidos ao analisar diferentes partes de um mesmo fruto.

Como sugerido por Valentini et al. (2011) espectros de cinco partes
diferentes de caquis foram adquiridos. Um unico fruto foi dividido em duas
partes € uma por¢édo da parte superior e inferior de cada banda, além de um
pedaco do centro foi utilizada para empacotar o rotor. Como observado na

Figura 10 a comparacéao dos perfis espectrais revelou diferengas significativas,
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principalmente quando o espectro da parte central do caqui foi comparada aos
demais espectros adquiridos. Com o objetivo de aumentar a representatividade
das amostras foi decidido dividir as frutas em duas partes e entdo uma fatia do
lado direito foi pulverizada com o auxilio de nitrogénio liquido.

A Figura 11 mostra os espectros de hidrogénio para os frutos verdes e
maduros empregando a metodologia descrita no Item 3.3 da parte
experimental. A qualidade espectral € notada ao observar a eficiéncia da
saturacéo do sinal da agua (8 4,8) e a qualidade do shimming (através o sinal
do TMSP em & 0,0). Esse tipo de avaliagdo € essencial quando se trabalha
com amostras que apresentam diferentes propriedades fisicas (por exemplo,
dureza), uma vez que estes interferem na qualidade da analise multivariada
(PEREZ et al., 2010).
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Figura 10: Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui adquiridos de diferentes partes de um unico fruto. S&o mostradas as regiées ampliadas para cada
conjunto de espectros.
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Figura 11. Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui (adquiridos conforme o item 3.3) com ampliagéo do sinal do TMSP. Acima o
fruto maduro e abaixo o fruto verde
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4.1.3 Avaliacdo da estabilidade

A estabilidade da amostra foi averiguada por meio da: (1) aquisicdo de
sucessivos espectros de hidrogénio durante 12 h com o rotor permanecendo
dentro do magneto (20°C), (2) obtengao de espectros apds a exposi¢éo do fruto as
condi¢cdes ambientes (23°C) com 2, 4, 6, 8, e 24 h depois da retirada da amostra
do freezer e (3) aquisicdo de espectros de 'H variando a velocidade de giro do
rotor.

Através da inspecdo visual dos espectros nenhuma mudanga foi
observada nos experimentos 1 e 2 (Figura 6). A investigacdo do efeito do giro do
rotor na composicdo quimica € necessaria uma vez que a rotacdo em alta
velocidade pode provocar danos mecanicos e aquecimento da amostra. Matrizes
alimenticias, na maioria dos casos, sdo consideradas resistentes a este tipo de
estresse mecanico e apresentam compostos termolabeis em pequenas
concentracdes, sendo dificiimente detectadas por RMN.

Por outro lado, a avaliagdo dos espectros adquiridos no experimento 3
mostrou a intensificacdo do sinal em & 6,52 associado ao acido fumarico (Figura
12). Em estudos com suco de maga, o aumento do teor do acido fumarico foi
justificado pela acdo microbiologica, bem como, resultado de procedimentos
evolvendo aquecimento. Baseado nesses resultados foi decidido retirar os frutos
do freezer somente no momento da analise (KVASNICKA e VOLDRICH, 2000).

24 h
_ N
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N
2h
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T T T T T T T
6.65 6.60 6.55 6.50 6.45 6.40 6.35 ppm

Figura 12. Espectros ampliados de RMN HR-MAS de 'H de caqui adquiridos em diferentes
tempos apds a retirada do fruto do congelador e exposto ao ambiente.
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4.2 PERFIL ESPECTRAL

Apds a otimizacdo da metodologia adquiriu-se 0s espectros de
hidrogénio de 140 caquis, sendo 70 frutos para cada cultivar. Como
mencionado anteriormente foi avaliada a maturacdo entre 0os meses de
setembro a margo. Para as andlises, o fruto foi retirado do freezer
aleatoriamente evitando a influéncia de tendéncias criadas por fatores
instrumentais.

As Figuras 13 e 14 mostram o perfil espectral dos cultivares de caqui
durante os diferentes estagios de desenvolvimento. Como p&de ser observado,

0s espectros sdo dominados pelos sinais na regiao de & 3,0-4,2 com alto grau

&

de sobreposicdo dos sinais.
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Figura 13. Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui 'Fuyu' durante os diferentes
estagios de desenvolvimento. Destaca-se a importante influéncia dos
carboidratos no processo. Cada més ¢ identificado por sua respectiva letra
inicial: setembro (S), outubro (O), novembro (N), dezembro (D), janeiro (J),

fevereiro (F) e marco (M).
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Figura 14: Espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui 'Giombo' durante os
diferentes estagios de desenvolvimento. Destaca-se a importante
influéncia dos carboidratos no processo. Cada més ¢ identificado por sua
respectiva letra inicial: setembro (S), outubro (O), novembro (N),

dezembro (D), janeiro (J), fevereiro (F) e margo (M).

Para melhor visualizacdo e discussdo dos resultados, os espectros
foram divididos em trés regibes: acidos organicos e aminoacidos (& 0,5-3,0),
carboidratos (8 3,0-6,0) e a regido de aromaticos (5 6,0-9,5) (GIL et al., 2000).
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4.2.1 Aminoacidos e acidos organicos

A inexpressiva intensidade dos sinais na regiao de & 0,5-3,0 revelou a
baixa concentracdo de aminoacidos e acidos organicos no caqui. Esses
resultados estado de acordo com aqueles apresentados por Ryu et al. (2015)
que por sua vez, usaram a RMN em solugéo para a caracterizagdo quimica de
“caqui japonés”. A analise dessa regido revelou que os compostos majoritarios
sao: etanol (0 1,19; {), treonina (d 1,34; d), alanina (d 1,48; d), citrulina (d 1,61;
m), GABA (8 2,30; t) e o acido malico (8 2,70; d) (Figura 15 - o assinalamento
detalhado dos sinais pode ser verificado no ANEXO 1). Devido a importancia
destes sinais no desenvolvimento dos frutos, foi feito 0 acompanhamento da
variacio das areas dos sinais referentes a esses compostos (Figura 16).

O acido malico foi 0 unico &cido organico identificado nessa regiéo.
Observou-se que a area do sinal d 2,70 ndo variou significativamente para o
cultivar Giombo, no entanto, para o cultivar Fuyu, baseado no teste de Tukey a
5% de probabilidade, houve um aumento estatisticamente significativo para as
amostras de setembro e marco (Figura 16). Stender et al. (1991) ao avaliarem
diversos cultivares de caqui encontrados no Jap&o observaram o aumento do
acido malico com a maturidade do fruto. Além disso, os autores relataram a
presenca de outros acidos organicos: succinico, citrico e quinico.

Os acidos malico e citrico sdo dominantes na maioria das frutas e
contribui efetivamente nas caracteristicas organolépticas. Isso se deve ao fato
dos acidos organicos influenciarem a percep¢do dos agucares, por exemplo, 0
acido malico parece aumentar a percepgcdo da sacarose, enquanto o acido
citrico e o quinico geram o efeito contrario (LOBIT et al., 2006). Uma vez que
ha indicio que 0 acumulo do acido malico estd mais associado a fatores
ambientais, como temperatura, do que a fatores genéticos, a comparagdo do
comportamento do acido malico entre os cultivares se torna dispensavel
(LOBIT et al., 20086).

No que se diz respeito aos aminoacidos, houve um destaque para a
citrulina, a treonina, a alanina e o0 GABA, no entanto, devido a problemas com a
linha de base nos espectros referentes aos estagios iniciais para os dois
primeiros compostos, so foi possivel fazer 0 acompanhamento da intensidade

do sinal da alanina e do GABA.
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Como pode ser observado na Figura 16, com o desenvolvimento de
ambos os cultivares houve um decréscimo das areas dos sinais da alanina e do
GABA. No ‘Giombo’, a area dessas substancias se mostraram estatisticamente
diferentes entre 0s meses de setembro e margo, o que acontece também no
‘Fuyu’ somente para a alanina. Com relacédo a area do sinal de GABA no
‘Fuyu’, foi observado diferenca estatistica entre os meses de novembro e
mar¢o. Ademais, a analise visual do sinal da citrulina, também sugere que ha
diminuigdo da concentragao desse composto com o desenvolvimento do fruto.
Ackerman et al. (1992) relataram semelhante comportamento em uma
variedade de magad e concluiram que a diminuicdo de aminoacidos esta
associada ao processo de sintese de proteinas e degradacdo com a
maturacdo, bem como ao efeito da diluicdo devido ao aumento da quantidade
de agua. Em outras palavras, o decréscimo de aminoacidos em ambos
cultivares sugere uma forte necessidade dessas substancias para a biossintese
de proteinas.

A avaliacdo dessa regiao permitiu ainda o acompanhamento da
variagdo da area do sinal de etanol. Observou-se que para o ‘Giombo’ nao
houve diferenca estatisticamente significativa ao longo do processo. Em
relacdo ao ‘Fuyu’, somente durante os meses de setembro e janeiro foi
observada uma variacéo significativa na area do sinal monitorado (Figura 16).

Etanol, juntamente com o acetaldeido, provocam mudangas
importantes nos frutos, estejam eles no pé ou no periodo de pos-colheita. Entre
as funcbes desenvolvidas por eles, destacam-se a produgdo de compostos
volateis e como agentes polimerizantes (PESIS, 2005). Sugiura et al. (1979)
sugeriram que a producdo desses dois metabdlitos nas sementes e nas polpas
de caqui esta relacionado com o alto grau de adstringéncia encontrados nas
frutas. Além disso, foi sugerido que os niveis de etanol e acetaldeido podem
ser critério para indicar o tempo de colheita mais adequado (ZERBINI et al,,
2001)
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Figura 15. Expanséo (0 1-3) dos espectros de RMN HR-MAS de 'H de caqui ‘Fuyu’ e ‘Giombo’ durante o processo de desenvolvimento
(setembro (S) a margo (M)).
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Figura 16. Avaliagdo mensal (de setembro (S) a marco (M)) da area integrada dos

metabdlitos presentes nos cultivares ‘Fuyu’ e ‘Giombo’ (box plots).

Simbolos iguais

mostram diferencas significativas entre os meses, a 5% de probabilidade, baseada no

teste de Tukey.
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4.2.2 Carboidratos

A contribuicdo dos agucares, apresentada na Figura 17, mostra que o
caqui € uma fonte rica em carboidratos e que 0s mesmos estdo presentes
desde o primeiro estagio de desenvolvimento até o amadurecimento (RYU et
al., 2015; GIORDANI et al., 2011; SEYMOUR et al., 1993). Como pode ser
visto na Figura 18, os principais carboidratos encontrados foram glicose,
frutose e sacarose, corroborando o0s resultados encontrados na literatura
(GIORDANI et al., 2011; DEL BUBBA et al., 2009). Com o intuito de avaliar o
comportamento desses agucares no desenvolvimento do fruto, a area dos
sinais referentes a esses compostos foi determinada em ambos os cultivares
(Figura 19).

A magnitude da area dos sinais de carboidratos (sacarose, glicose e
frutose) no estagio inicial e final do desenvolvimento dos frutos foram
praticamente similar para os dois cultivares (Figura 19). No entanto, foi
observado diferencas no comportamento destes compostos no decorrer do
processo. A area do sinal referente ao hidrogénio anomérico da sacarose
comega em valores proximos de zero para o ‘Fuyu’ e ‘Giombo’ tendo um
acréscimo estatisticamente significativo no més de janeiro para o ‘Giombo’ e
nos meses de novembro e dezembro para o ‘Fuyu’.

As areas dos sinais referentes aos compostos o e [ glicose
aumentaram continuamente durante o desenvolvimento dos frutos (Figura 19).
Para o ‘Fuyu’ houve um aumento estatisticamente significativo das areas nos
meses janeiro e fevereiro, a partir do qual se observou que a producao dos
carboidratos aparentemente € estabilizada. Para o ‘Giombo’ 0s meses janeiro e
fevereiro se mostraram estatisticamente diferentes com relacdo aos demais
meses. O aumento continuo da area dos sinais da glicose e frutose até o final
do desenvolvimento € observado na Figura 19.

Embora a composi¢cdo dos carboidratos em caqui esteja bem definida
na literatura, até o momento ndo se tem um consenso sobre a tendéncia do
comportamento dos agucares livres durante o desenvolvimento do fruto (DEL
BUBBA et al., 2009). Apesar disso, todos os estudos realizados s&o unanimes
em relatar o aumento no teor de agucares independente da adstringéncia do

cultivar (GIORDANI et al, 2011). Algumas vezes, esse aumento &
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caracterizado pelo acréscimo da sacarose e agucares redutores, outras vezes
pelo aumento e diminuigcdo da sacarose seguida pelo aumento constante da
glicose e frutose ou ainda pelo aumento relevante da sacarose e niveis
praticamente estaveis de glicose e frutose (GIORDANI et al., 2011).

A falta de uma tendéncia definida para a composicao de carboidratos
pode ser justificado através da variabilidade genética, bem como proveniente
do delineamento experimental que vem sendo adotado, por exemplo, a
auséncia de um protocolo para a definicdo do estagio de maturacéo do fruto ou
o controle da atividade da enzima invertase, responsavel pela hidrolise da
sacarose em glicose e frutose. Esta enzima é fortemente afetada por diferentes
parametros como estagio de maturacdo, método para a remocido da
adstringéncia e procedimentos de extracdo (GIORDANI et al., 2011; DEL
BUBBA et al.,, 2009; DAOODO et al., 1992; HIRAI et al., 2010; ZHENG e
SUGIURA, 1990).

Baseado nos resultados apresentados observou-se que a tendéncia
para os carboidratos no ‘Fuyu e ‘Giombo’ foi descrita pelo aumento e
diminuicdo da sacarose seguido pelo aumento constante da glicose e frutose.
Esse comportamento segue uma das tendéncias descritas por Giordani et al.
(2011). No entanto, a metodologia empregada visou amenizar
significativamente os fatores que contribuem para eventual divergéncia na
concentracdo dos compostos, uma vez que foi realizado o acompanhamento
mensal da composi¢cdo quimica de frutos provenientes de fruteiras de mesma
idade e que experimentaram as mesmas condigcdes ambientais através da
técnica de analise direta. Dessa forma, reduzindo, principalmente, as
influéncias causadas pela definicdo errénea do estagio de desenvolvimento e

atividade da enzima invertase.
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4.2.3 Regido aromatica

A regido aromatica apresentou sinais diferentes para os cultivares de
caqui, com destaque para o0 més de setembro (Figura 20). Foi possivel a
identificacdo do acido fumarico (8 6,52; s), acido galico (8 7,06; s), trigonelina
(0 9,11, s), catequina (0 6,97, s) e epigalocatequina (d 6,58; s) no caqui ‘Fuyu’,
enquanto que para o ‘Giombo’, somente o &cido galico (& 7,06, s) foi
caracterizado. Para mais detalhes sobre a atribuicdo dos sinais, ver ANEXO 1.
Ambos, epigalocatequina e catequina, tém sido relatados como unidades
monomeéricas flavan-3-ol dos taninos condensados encontrados em caqui
(AKAGI et al.,, 2010; LI et al., 2010; MATSUO e ITO 1978; NAKATSUBO et al,,
2002).

Estes resultados nos permitiram concluir que a sintese de polifenois
ocorreu principalmente no estagio inicial do desenvolvimento. Del Bubba et al.,
(2009) relataram uma observacao similar apenas para cultivares adstringentes.
Vale a pena ressaltar que um decréscimo acentuado dos sinais presentes na
regido dos aromaticos foi observado para o ‘Fuyu’. A partir de outubro, somente
o sinal referente ao acido fumarico foi detectado. Por outro lado, o sinal do
acido galico permaneceu até o final do desenvolvimento no ‘Giombo’,
apresentando uma maior intensidade em dezembro. Normalmente, um teor
mais elevado de compostos fendlicos € caracteristico de cultivares
adstringentes de caqui, quando comparados a aqueles nao-adstrigentes, o que
sugere que esses cultivares podem ser considerados uma melhor fonte de

compostos com propriedades antioxidantes (SUZUKI et al., 2005)
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4.3 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA)

Utilizou-se a analise de componentes principais (PCA) para a
discriminacao das amostras de acordo com os estagios de desenvolvimento de

cada cultivar.

4.3.1 Otimizagao das condi¢des para a PCA

Para os dados de RMN, as variaveis de entrada nas analises
quimiométricas s&o comumente determinadas através dos buckets que
consiste na divisdo dos espectros em intervalos. Esse procedimento €
realizado através do programa computacional AMIX® tendo os tamanhos dos
buckets definidos pelo analista.

A escolha da melhor condigao de discriminacéo das amostras, descrita
no Item 3.4, foi encontrada apdés combinagdo de diferentes formas de
integracéo e pré-processamento oferecidas pelo AMIX®. Antes da realizagéo
da analise multivariada ajustou-se a linha de base e a fase dos espectros,
garantindo que as variaveis utilizadas estivessem em fungdo apenas da
composicdo quimica das amostras. Ao fazer isso sdo evitadas oscilacdes
principalmente no calculo dos valores de integrais, o que geraria resultados
equivocados. Por fim, os espectros foram calibrados em relagdo ao sinal do
TMSP-d4 em & 0,0, evitando a variagdo dos deslocamentos quimicos de um
mesmo sinal em diferentes espectros.

No que se diz respeito a forma de integracdo, testou-se a soma das
intensidades, soma das intensidades absolutas, intensidade positiva e
negativa, bem como o modo de integracdo especial. Os pré-processamentos
avaliados nos espectros foram: o escalamento com relagdo ao maior bucket,
escalamento em relagdo a intensidade total dos sinais e, por fim, sem
escalamento. Para as colunas, foram avaliados o0s pré-processamentos: sem
escalamento, escalado em relagdo a variancia unitaria e escalamento pareto. A
Figura 21 mostra o fluxograma com as etapas da otimizagéo.

Ao longo da otimizacao foi utilizado o conjunto de dados de ambas
cultivares. Realizaram-se as analises de PCA com os espectros completos (&

0,5-9,5) e em seguida utilizando regides especificas: & 0,5-3,0 (acidos
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organicos e aminoacidos), & 3,0-6,0 (carboidratos e aminoacidos) ¢ & 6,0-9,5
(aromaticos), sempre excluindo a regido do sinal de H2O/HDO e da acetona.

A regido empregada para a exclusdo do sinal residual da agua foi
definida através da avaliacdo de trés diferentes tamanhos de faixas (& 4,70-
485 0 450-520 e & 4,00-500). O objetivo foi investigar a variacdo no
comportamento dos sinais vizinhos ao sinal de H2O/HOD ocasionada pela
supressdo da agua e do efeito de saturacdo cruzada. Esses sinais podem ter
suas intensidades alteradas gerando falso agrupamento das amostras.
Baseado nos resultados observou-se que independentemente do tamanho da
regido de exclusdo a separacao dos grupos se manteve igual. Isso significa
que os sinais proximos ao sinal da agua, possivelmente afetados pela
saturagdo, ndo apresentam variancia significativa a ponto de influenciar na
separacao dos grupos. Excluiu-se a regido entre & 4,50 e 5,20.

Baseado nos resultados optou-se em usar o modo de integracao
especial que dispensa a necessidade de corrigir a linha de base e a fase dos
espectros; como pré-tratamento nos espectros foi escolhido escalamento em
relacido a intensidade total dos sinais, o qual normaliza as integrais de cada
bucket em relagéo a intensidade total dos sinais de um espectro; sendo assim,
as diferentes quantidades de amostras nao influenciam na discriminagao dos
grupos. O pré-processamento escolhido para as colunas foi o escalamento por

unidade de variancia, onde os dados sdo auto escalados (AMIX, 2008).
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Amostras do inicio (FS), do meio (FD) e do fim do processo (FM) de desenvolvimento do cultivar ‘Fuyu’

\ }
!

Tamanho do bucket: 8 0,5 - 0,02

{ |

Modo de integragao: Forma de escalamento na linha: Pré processamento:

v Soma das intensidades; v Emrelag&o ao maior bucket; v Sem escalamento;

v Soma das intensidades v Emrelagéo aintensidade v Escalado em relagao a
absolutas; total; variancia unitaria;

v Intensidade positiva; v Sem escalamento. v Escalamento Pareto.

v Intensidade negativa.

Selegéo dos melhores resultados

J

Testaram-se tais condigdes para:

v Todo o conjunto amostral do cultivar Fuyu;

v Todo o conjunto amostral do cultivar Giombo;

v Todo o conjunto amostral do cultivar Fuyu, dividindo o
espectro emregides: 8 0,5-3,0;03,0-6,0€66,0-9,5;

v Todo o conjunto amostral do cultivar Giombo, dividindo o
espectro emregides: 8 0,5-3,0;0 3,0-6,0€66,0-9,5;

Figura 211. Fluxograma mostrando as etapas de otimizagcdo para as analises de
componentes principais (PCA). Utilizando o conjunto de dados que inclui
amostra das duas cultivares, foram feitas diferentes combinacbes
empregando os modos de integracéo e pré-processamentos oferecidos pelo
AMIX.
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Além de discriminar os grupos, a PCA também auxilia no
reconhecimento do comportamento andémalo das amostras, denominados
outliers. Para isso o AMIX oferece duas ferramentas: o grafico de influence plot
e Hotelling T2. Na primeira alternativa € plotado no eixo Y a posi¢cdo de cada
amostra em relagdo a variancia explicada pelas PCs consideradas, também
chamado como espaco do modelo e, no eixo X a posicado de cada amostra em
relacdo ao centro do modelo. Para as amostras que estiverem fora das linhas
de confianga determinada pelo analista foram consideradas outliers em
potencial. Por outro lado, no Hotelling T2 € fornecido um contorno no grafico de
escores, representando o limite de confianca desejado, onde as amostras
devem estar contidas (AMIX, 2008; SILVA, 2010). Para facilitar o entendimento
€ mostrado na Figura 22 um exemplo dos graficos de influence plot e Hotelling
T2 adquiridos com as amostras do caqui ‘Fuyu’.

No entanto, para que a amostra seja considerada, de fato, outlier deve
ser feita a inspegé&o visual dos espectros. Uma vez encontrada uma justificativa
plausivel, pode-se realizar a exclusdo dos dados. Esse procedimento evita que
amostras que apenas possuam uma composicdo quimica diferenciada das
demais sejam excluidas.

Com base no que foi discutido anteriormente foi possivel a identificagéo
de quatro amostras outliers para o caqui ‘Fuyu’ e ‘Giombo’ (FS4, FO9, FO10,
FO11, GD1, GJ9, GO5 e GO9). Em todos estes casos, houve erro de ordem
instrumental como, por exemplo, aquisi¢des incompletas ou problemas com o

shimming e, consequente alargamento do sinal.
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Figura 22. Exemplo do grafico de Hotelling T2 (A) e influence plot (B) para o
conjunto amostral do cultivar ‘Fuyu’. Setas indicando que as amostras FS 4

(marrom) e FO9 (roxo) s&o possiveis outliers.

Os graficos de escores e Joadings referentes a analise de PCA para as
amostras do cultivar ‘Fuyu’ sdo mostrados na Figura 23 A. A combinacao de
PC1 versus PC2 explica uma variancia total de 92,05% (sendo 89,23% da
variancia explicada pela PC1 e 2,82% referente a PC2).

Através da analise dos graficos de escores foi possivel visualizar a
discriminagéo de dois grupos bem definidos. O primeiro foi constituido pelas
amostras de setembro, ocupando a regido positiva de PC1 e PC2; enquanto
que o segundo grupo foi formado pelas amostras de fevereiro e janeiro, no lado
negativo de PC1 e positivo de PC2. A avaliagdo do grafico de Joadings permitiu
a identificacdo dos compostos com maior impacto na variancia (Figura 23 B).

Os &cidos organicos, aminoacidos e compostos aromaticos (todos ja
mencionados nas Figuras 15 e 20) influenciaram a discriminag&o das amostras
FS, vale a pena mencionar que o bucket em & 3,20-3,22, atribuido aos
hidrogénios metilicos do grupo N(CHs)s da colina, também foi considerado
relevante nessa discriminagdo (PEREZ et al., 2010; SILVA, 2010). Para o
grupo formado pelas amostras FJ e FF, o bucket associado ao sinal da a-
glicose (0 5,24-5,26) foi responsavel pela discriminacdo desse grupo. A alta
dispersdo das amostras de outubro, novembro e dezembro nos diferentes
quadrantes do grafico de /oadings dificulta a correlagdo das mesmas com as

PCs selecionadas. Contudo, baseado nos dados de RMN, essas amostras
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foram influenciadas pela presenca da sacarose, como pode ser observado na
Figura 17. Este resultado também foi sugerido pelo bucket em d 5,40-5,42 no
lado positivo de PC1 e negativo de PC2. Por fim, as amostras de mar¢go né&o
formaram um grupo conciso. Para uma melhor avaliagdo de qual tendéncia
apresenta essas amostras, um maior volume de dados deveria ser fornecido a
analise estatistica. Contudo, entre as amostras analisadas a discriminagéao
parcial pode ser atribuida aos buckets em & 3,25-3,28 e 4,12-4,14 (referentes

aos compostos B-glicose e a-glicose) no lado negativo de PC1 e PC2.
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Figura 23. (A) Grafico de escores de PC1 (89,23%) versus PC2 (2,82%), utilizando 66 amostras de caqui ‘Fuyu’. (B) Grafico de influéncias (loadings)
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processo de desenvolvimento do fruto.
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4.3.3 PCA do cultivar ‘Giombo’

O gréafico de escores adquirido utilizando 66 amostras de caqui
‘Giombo’ € mostrado na Figura 24 A. Um modelo com duas componentes
principais foi construido onde 90,34% da variancia total péde ser explicada. A
primeira PC descreve 87,95% da variancia enquanto que a PC2 reporta o
adicional de 2,39%.

As amostras de Setembro foram agrupadas no lado positivo de PC1 e
negativo de PC2. A analise dessas regides no grafico /oadings demonstrou a
influéncia dos mesmos compostos reportados para FS, também foi observado
0 agrupamento das amostras de Fevereiro e Mar¢o no lado negativo de PC1 e
PC2 (Figura 24 B). Os bucktes associados aos sinais de carboidratos foram
responsaveis por essa discriminacdo, sendo possivel assinalar os sinais
referentes aos buckets em 0 5,24-5,26, 3,24-3,28 e 4,10-4,14 (a e B-glicose
bem como frutose, respectivamente). As demais amostras (Outubro,
Novembro, Dezembro e Janeiro) ndo foram discriminadas uma vez que as
mesmas estdo amplamente espalhadas nas PCs selecionadas. Contudo, o
bucket em & 5,41-5,43 sugeriu a influéncia do sinal da sacarose para essas
amostras, que por sua vez esta de acordo com o aumento da sacarose

observado na Figura 17.
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processo de desenvolvimento do fruto.
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5.CONCLUSAO

Neste trabalho, a RMN HR-MAS combinada com a analise de
componentes principais mostrou-se ser uma importante ferramenta para
avaliacdo quimica de diferentes cultivares de caqui (‘Fuyu’ e ‘Giombo’) durante
o desenvolvimento completo do fruto. O planejamento experimental empregado
mostrou-se apropriado para avaliagdo desse processo, uma vez que todas as
etapas de desenvolvimento foram levadas em consideracao.

A andlise direta dos espectros revelou a presencga discreta de acidos
organicos € aminoacidos em caqui. Por outro lado, destacou a importante
participacdo dos carboidratos no desenvolvimento do fruto que pbde ser
descrita pelo aumento e diminuicdo da sacarose seguida pelo aumento
constante da glicose e frutose para ambos os cultivares. Essa tendéncia esta
de acordo com os dados na literatura, todavia, esse resultado consiste no
primeiro relato do comportamento de agucares durante todo o processo de
desenvolvimento de dois cultivares de caqui através de uma técnica de analise
direta, minimizando o0s problemas relacionados a extragdo, atividade
enzimatica e problemas de protocolos que definem o real estagio de
desenvolvimento dos frutos.

Ademais, no estagio inicial do desenvolvimento dos frutos foi
observada uma notavel diferenca na regido aromatica para ambos o0s
cultivares. Para o ‘Giombo’, o sinal relacionado ao acido galico permaneceu até
o final do desenvolvimento, enquanto que para o ‘Fuyu’ os sinais de polifenois
foram detectados somente no estagio inicial.

A analise multivariada dos dados permitiu uma avaliagdo geral da
composi¢cdo quimica durante todo o processo. Os dois cultivares parecem
desenvolver-se de maneira similar: no estagio inicial, ha uma influéncia dos
acidos organicos, amino acidos, polifenois e colina, enquanto que para o0s
meses restantes, as mudancgas foram associadas a presenca dos carboidratos.
Observou-se a participagéo da sacarose no meio do processo, € no fim deste a
contribuicdo da glicose e da frutose.

Por fim, o agrupamento das amostras de diferentes meses no final do
desenvolvimento dos frutos, sugeriu que para a definicdo do estagio real de

desenvolvimento da fruta, a composicdo quimica deve ser levada em
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consideragdo. Normalmente, essa definicdo € baseada em um cartdo de cores,
porém nem sempre ha uma relacdo direta entre a cor da casca e a composi¢céo
quimica da fruta. A falta de protocolo para este propdsito torna dificil a
comparagdo entre os resultados de diferentes estudos. Além disso, tal
agrupamento pode gerar novas ideias que visem o desenvolvimento de novas

estratégias pds-colheita.
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ANEXO |

A atribuicdo de sinais de RMN em alimentos esta bem estabelecida
na literatura com a maioria dos trabalhos relatando, basicamente, a
composicdo de metabdlitos primarios (carboidratos, acidos organicos €
aminoacidos). Um exemplo da potencialidade da RMN HR-MAS na
identificacdo de substancias foi demonstrado por CASTEJON et al. (2010) onde
cerca de 160 metabdlitos foram assinalados no perfil espectral de salmao do
Atlantico (Salmo salar).

No entanto, no presente trabalho, ndo foi possivel fazer a atribuicdo
dos sinais baseado somente nos espectros de RMN HR-MAS. Optou-se entéo
por usar a RMN em solucdo para confirmar a identificacdo dos compostos.
Espectros (1D e 2D) das amostras dos cultivares de caqui - representando o
inicio, o meio e o fim do desenvolvimento - foram adquiridos em um

espectrémetro Bruker Avance Il 600.
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Figura 23. Ampliagédo da regiao entre & 1,00-3,10 pelo espectro de RMN de 1H em
solugdo de FS. (D20, 600,13 MHz). GABA: Acido gama aminobutirico;
EGC: Epigalocatequina
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Figura 24. Ampliagéo da regiéo entre & 1,20-3,20 do espectro de RMN de 1H em
solugédo de FD. (D20, 600,13 MHz). GABA: Acido gama aminobutirico.
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Tabela 2. Dados espectrais atribuidos a treonina
Treonina Treonina
Posigcao (Ryu et al., 2015)
'H(mult; Jem Hz) '3C 'H (mult; J em Hz) L &

1 - - - -

2 3,59 (d; 8,9) 63,7 3,59 -

3 4,29 (m) 69,3 4,24 -

4 1,34 (d, 6,5) 22,4 1,31 -

o

3
H:C 2~
OH

N

H,

Alanina

Tabela 3. Dados espectrais atribuidos a alanina

Alanina Alanina
Posigcao (Ryu et al., 2015)
H (mult; J em Hz) ™ "w(mult; J em Hz) =e
1 - - - -
3,75 (m) 57,5 3,75 (m) 57,5
3 1,48 (d; 7,0) 19,1 1,48 (d; 7,0) 19,1
(o)
NN N on
GABA

Tabela 4. Dados espectrais atribuidos ao GABA.

GABA GABA
Posigcao (Ritota et al., 2012)
'H (mult; J em Hz) 13C 'H(mult; Jem Hz) '3C
1 - - - -
2 2,30 (t, 7,3) 37,0 | 2,30 (¢ 7,3) 34,6
3 1,91 (m) 30,5 | 1,91 (m) 24,0
4 3,02 (d; 7,5) 422 | 3,02 (¢ 7,5) 39,6
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Citrulina

Tabela 5. Dados espectrais atribuidos a Citrulina.

Citrulina Citulina
Posicao (Ritota et al., 2012)
H (mult; J em Hz) BC H (mult; J em Hz) B
1 ” - ” -
2 3,76 (m) 57,5 3,75 57,2
3 1,88 (m) 30,5 1,86 30,3
4 1,55 (m) 27,8 1,51 27,5
1,61 (m) 1,57
5 3,15 (¢, 6,7) 42 1 3,13 42 1
6 - - 6,38 -
7 - - - -
z 1
H,C” NOH
Etanol

Tabela 6. Dados espectrais atribuidos ao Etanol.

Etanol Etanol
Posigcao (Ritota et al., 2012)
'H (mult; J em Hz) BC 'H (mult; Jem Hz) '3C

1 = . 3,65 (q) .

2 1,19 (¢, 7,0) 19,1 1,18 (¢, 7,0) 19,5
(o) OH
Ho™ 4 3_ANU OH
(o)

Acido malico

Tabela 7. Dados espectrais atribuidos ao acido malico

100

Acido malico Acido malicol
Posicao (Ritota et al., 2012)
'H (mult; J em Hz) 5C 'H(mult; Jem Hz) '3C
1 N _ N N
4.31 (m) 732 4,31 (dd: 10,5;2,9) -
3a 2,41 (dd, 15,2; 4,5) 453 2,68 (dd; 15,2; 2,9) 43,3
3b  270(d, 15.2) 2,38 (dd: 15,2: 10,5)
4 - - - -
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Figura 27. Ampliagéo da regido entre & 3,20-5,50 pelo espectro de RMN de 'H em
solu¢éo de FS (D20, 600,13 MHz).

a-glicose

Tabela 8. Dados espectrais atribuidos a a-glicose

Posigio a-glicose a-glicose (Perez et al., 2010)

'H (mult; J em Hz) 13C 'H(mult; Jem Hz) '3C

1 5,22 (d, 3,8) 95,2 5,25 (d, 3,7) 92,9

2 3,53 (d; 9,8 e 3,8) 74,6 3.57 72,4

3 3,73 (d, 9,8) 75,6 3,73 73,6

4 3,42 (d, 9,0) 72,6 3,44 70,5

5 3,80 (m) 72,4 3,73 76,3

6 3,89 (m) 63,7 3,88 61,5
3,90 (m)
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Tabela 9. Dados espectrais atribuidos a B-glicose.
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Posigio = : B-glicose — : B-glic?se (Perez et a:la., 2010)
H (mult; Jem Hz) C H (mult; Jem Hz) C
1 4,66 (d; 7,9) 99,0 4,66 (d; 7,9) 96,7
2 3,26 (m) 77,4 3.27 75,0
3 3,53 (m) 74,3 3,52 76,6
4 3,47 (d; 9,0 72,3 3,42 70,5
5 3,53 (m) 73,9 3,52 76,8
6 3,87 (m) 63,6 3,88 61,6
3,73 (m) 3,73

B-frutose

Tabela 10. Dados espectrais atribuidos a p-frutose

Posigis B-frutose B-frutose (Perez et al., 2010)

'H (mult; J em Hz) 3C 'H(mult; Jem Hz) '3C

1 3,58 (m) 65,7 3.57 63,7
3,67 (m) 3,55

2 - - 102,4

3 4,12 (d; 3,8) 78,6 412 76,3

4 3,72 (m) 75,6 75,3

5 3,83 (m) 83,7 3,82 81,5

6 3,80 (m) 63,7 3,81 63,3
3,73 (m) 3,69




Sacarose

Tabela 11. Dados espectrais atribuidos a sacarose
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Posighs Sacarose Sacarose (Ritota et al., 2012)
H (mult; J em Hz) ™ 'H(mult; JemHz) 3C
1 5,42 (d; 3,8) 95,2 5,42 (d; 3,9) 93,0
2 3,51 (m) 70,6 3,57(d; 9,9 e 3,9) 71,6
3 3,75 (m) 71,2 3.73 72,9
4 3,47 (m) 72,5 70,5
5 3,91 (m) 74,3 | 3,86 73,1
6 - - 3,81 60,8
1’ - - 3,68 61,5
2 - - 104,6
3 - - 4,22 (d; 8,8) 77,4
4 4,11 77,5 411 75,4
5 3,83 83,8 3,88 81,8
6’ 3,96 63,0 3,83 62,9
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Figura 28. Ampliacdo da regido entre 8 5,26-9,60 pelo espectro de RMN de 1H em
solu¢édo de FS (D20, 600,13 MHz).
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CH,
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Trigonelina

Tabela 12. Dados espectrais atribuidos a trigonelina

Trigonelina Trigonelina
Posigao (Ryul, et al., 2015)
"H(mult; Jem Hz) '3C H (mult; J em Hz)
1 = = -
2 9,11 () 148,9 9,12
3 - - -
4 8,83 (d, 8,1) 147.,6 8,84
5 8,06 (dd;8,1e7,5) 130,8 8,09
6 8,80 (d, 7,5) 148,9 8,84
7 - - -
8 - - -
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Epigalocatequina

Tabela 13. Dados espectrais atribuidos para epigalocatequina (EGC)

Epigalocatequina

Epigalocatequina

Posicao (Yuan et al., 2014)?

H (mult; J em L & HMBC ('H-'3C) H (mult; J em Hz)
Hz)

1 - - - -

2 4,74 (m) 83,7 17e® 4,92 (m)

3 4,19 (dd, 10,5 69,6 - 4,32 (m)
2,2)

4eq 2,88 (m) 29,2 2e3 2,81 (m)

4.5 2,57 (m) 2,93 (m)

5 . y = e

6 6,05 (d; 2,5) 98,4 7,8e10 -

7 - 157,2 - -

8 6,13 (d, 2,5) 99,8 6,7,9e10 -

9 158,3

10 103,6

1’ - 132,9 - -

2 6,58 (s) 110,1 - 6,59 (s)

3 - 148,5 - -

4 - 135,3 - -

5 - 148,5 - -

6’ 6,58 (s) 110,1 2,3,2ed4 6,59 (s)




Catequina

Tabela 14. Dados espectrais atribuidos para catequina (C)
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Catequina Catequina
Posicao (Mattahei, 2007)
H(mult; Jem Hz) '3C HMBC ('H-'3C) 'H (mult; J em Hz)

1 - - - -

2 4,74 (m) 83,6 17eb -

3 4,29 (dd; 10,5e5,2) 79,0 - 4,19 (m)
4eq 2,89 (m) 29,2 2,3e10 2,88 (dd:----)

4.x 2,57 (m) 2,45 (dd;----)

5 - - - -

6 6,05 (d; 2,5) 98,4 8e10 5,95 (d)

7 - 157,2 - -

8 6,13 (d; 2,5) 99,8 6,7,9e10 6,10 (d)

9 158,3

10 103,6

1’ - 133,5 - -

2 6,97(d, 2,0) 117,8 23,4e6 6,90 (d)

3 - 141,0 - -

4 - 147,0 - -

5 6,94 (d; 8,0) 119,2 1, 3e4 3,88 (d)

6’ 6,89 (dd;80e20) 1228 2,3,4e2 6,83 (dd)
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Acido
fumarico

Figura 29. Ampliagéo da regido entre & 6,1-7,1 do espectro de RMN de 'H (em
solug¢do) para amostra FM. (D20, 400).

Acido fumarico

Tabela 15.Dados espectrais atribuidos ao acido fumarico.

Acido Fumarico Acido fumarico
Posicao (Ritota et al., 2012)
'H (mult; Jem Hz) 'C 'H(mult; Jem Hz) '3C
1 - 177,0- - -
2 6,52 (s) 138,2 | 6,52 -
3 6,52 (s) 138,2 6,52 ;
4 - 177,0 - -
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Figura 30. Ampliagcao da regido entre d 6,1-7,1 do espectro de RMN de 'H em solucédo

Tabela 16.Dados especitrais atribuidos ao acido galico.

de GM. (D;0, 600).

Acido galico

Acido galico

Acido galico

Posicao (Al-Zahrani, 2012)
'H (mult; J em Hz) 5g 'H(mult; Jem Hz) '3C

1 - - - 121,9

2 7,06 (s) 112,5 | 7,07 111,2

3 - - - 148,7

4 - 139,0 - 140,0

5 - - - 148,7

6 7,06 (s) 112,5 7,07 111,2

7 - 177,3 - 168,7
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