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RESUMO

O morango se trata de um pseudo-fruto de alta taxa respiratoria, e se tratando de
um fruto do tipo ndo climatérico, ¢ de grande importancia o estudo de técnicas e
tratamentos a fim de promover melhoria da qualidade durante o periodo de
armazenamento ¢ comércio. Neste sentido estudos sobre a agao de fitormonios tém sido
realizados com objetivo de elucidar seu mecanismo de agao, tendo como ferramenta a
RMN HR-MAS e andlise de componentes. Este trabalho teve por objetivo investigar as
alteragdes ocorridas no perfil quimico do morango durante o desenvolvimento e
maturacdo, e a influéncia de tratamentos hormonais por técnica de RMN HR-MAS e
técnicas fisico-quimicas. Os morangos foram tratados e colhidos em plantagao comercial,
as amostras para RMN foram armazenadas a temperatura de -80 °C, até a obtencdo dos
espectros, enquanto as analises fisico-quimicas foram realizadas com amostras ainda
frescas. Foram aplicados etileno (ETHEFON®); 4cido abscisico (ABA) e 3-epi-
brassinolideo (BR), nos estadios de desenvolvimento e maturagao verde, branco, rosa e
vermelho; em trés tempos de tratamento (0, 24 e 48h). Realizado andlise de componentes
principais nos espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H. A polpa de morango foi triturada com
auxilio de N> (L). Foram realizados testes fisico-quimicos de indice de acidez, pH, teores
de solidos soluveis, antocianinas, compostos fenolicos, vitamina C, agucares e indice de
firmeza. Os pardmetros de aquisicdo otimizados foram: sequéncia de pulso (ZGPR),
niamero de promediacdes (1K), spinning de 5000 Hz. Através de analise espectral foi
constatado a degradacdo principalmente de aguicares durante o periodo de aquisi¢do e
exposicido da fruta a temperatura ambiente. Com os espectros de RMN HR-MAS de 'H
foi a possivel identificacdo de 14 diferentes compostos: isoleucina, valina, treonina,
alanina, glutamina, adcido malico, asparagina, acido citrico, glicose, sacarose, frutose,
tirosina triptofano e acido fumarico. As analises fisico-quimicas ndo indicaram alteragoes
nas amostras tratadas com fitormonios, visto que seu comportamento foi semelhante as
amostras tratadas com fitormdnios. O mesmo observou-se na PCA, onde os agrupamentos
observados (principalmente em PC3) ndo demostraram tendéncias claras, identificando
apenas compostos como acidos organicos e agucares como responsaveis por tais
separagdes. Pode-se concluir que a aplicagdo dos fitormonios ndo causou alteracdes no
perfil quimico dos morangos observéaveis através da técnica de RMN HR-MAS de 'H e
analises fisico-quimicas.

Palavras chave: Metabolomica. Morango. HR-MAS.



Abstract

Strawberry it is a pseudofruit high respiratory rate, and in the case of a non-
climacteric fruit of the kind, it is of great importance to study techniques and treatments
to promote improvement in quality during the storage period and commerce. In this sense
studies on phytohormones action have been conducted in order to elucidate its mechanism
of action, and as a tool to NMR HR-MAS and analysis components. This study aimed to
investigate the changes in the chemical Strawberry profile during development and
maturation, and the influence of hormonal treatments for technical HR-MAS NMR and
physicochemical techniques. The strawberries were harvested and processed on a
commercial planting, the NMR samples were stored at -80 ° C until obtaining the spectra,
while the physical-chemical analyzes were carried out with further fresh samples.
ethylene were applied (ETHEFON®); abscisic acid (ABA) and 3-epi-brassinolide (BR)
in the stages of development and maturation green, white, pink and red; three treatment
times (0, 24 and 48h). Performed principal components analysis of NMR 'H HR-MAS
spectra. A strawberry pulp was triturated with N> aid (L). They were performed
physicochemical tests acid number, pH, soluble solids, anthocyanins, phenolics, vitamin
C, sugars and firmness index. The acquisition parameters were optimized: pulse sequence
(ZGPR), number of stimulations ('H), spinning 5,000 Hz. Through spectral analysis of
the degradation was observed mainly sugars during the acquisition period and fruit
exposure to room temperature. In the spectra of NMR 'H HR-MAS was possible to
identify 14 different compounds: isoleucine, valine, threonine, alanine, glutamine, malic
acid, asparagine, citric acid, glucose, sucrose, fructose, tyrosine, tryptophan and fumaric
acid. The physicochemical analyzes indicated no changes in the samples treated with
plant growth regulators, since their behavior was similar samples treated with
phytohormones. The same was observed in the PCA where groupings observed (mainly
in PC3) did not show clear trends, identifying only compounds such as organic acids and
sugars responsible for such separations. It can be concluded that the application of plant
growth regulators did not cause changes in the chemical profile of strawberries observable
by NMR '"H HR-MAS technique and physico-chemical analysis.

Keywords: Metabolomics. Strawberry. HR-MAS.
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1. Introducio

O consumo de frutas vem crescendo nos ultimos anos, consequentemente a sua
producdo acompanha tal tendéncia. Neste contexto, em 2008 o Brasil aparece como
terceiro maior produtor de frutas com produgdio menor apenas que China e India, no
periodo, produziu-se cerca de 41 milhdes de toneladas, destas se destacam banana,
melancia, laranja e uva. No Parand, no ano de 2009, foram produzidos 1,5 milhdes de
toneladas ocupando aproximadamente 67,4 mil hectares, principalmente com cultivares

de laranja, banana, tangerina e uva (Andrade, 2011).

Neste cendrio, considerando-se a producdo de pequenas frutas (morango,
framboesa, amora-preta e mirtilo), o morango ¢ o mais expressivo, com uma producao
de aproximadamente 105.000 toneladas, com cultivo concentrado em Minas Gerais
(41,4%), Rio Grande do Sul (25,6%), Sao Paulo (15,4%) e Parana (4,7%) (Fachinello,
2011).

1.1. Morango

O morangueiro ¢ pertencente a divisdo Magnoliophyta (Angiospermae); classe
Magnoliopsida (Dicotiledoneae); subclasse Rosidae; ordem Rosales; familia Rosaceae;
género Fragaria L. e espécie Fragaria x ananassa Duch (Vicentini, 2010) tem o
consumo difundido pelo mundo devido as suas caracteristicas atrativas de sabor,

coloracdo e capacidade antioxidante de seus compostos.

O cultivo do morangueiro teve inicio na Europa apo6s o século XIV, em jardins
com finalidade ornamental. Entretanto, a espécie Fragaria x ananassa teve origem
naturalmente com o hibrido (resultado do cruzamento genético entre duas espécies) de
duas espécies silvestres, a F. chiloensis, de origem chilena e F. virginiana originaria da
América do Norte, na Franga possivelmente por volta de 1750 (Castro, 2002). O hibrido
Fragaria x ananassa tem por caracteristicas plantas de porte baixo, frutas de tamanho

grande e alta produtividade, com habito de crescimento rasteiro (Vicentini, 2010).

Devido aos constantes melhoramentos (sem adi¢do de material genético), uma
nova combinacdo do seu proprio material genético tem proporcionado plantas

(cultivares) com caracteristicas diferenciadas, como: coloragdo, porte e resisténcia a
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doencas, melhorias na produtividade. Tais melhoramentos tém sido alvo de estudos,

avaliando-se o desempenho destes cultivares em relacao aos cultivares tradicionais.

O cultivar Camifio Real (objeto de estudo deste trabalho) foi desenvolvido por
pesquisadores da Universidade da California (EUA), caracterizado por frutos grandes e
firmes com epiderme vermelha escura; alta capacidade de producdo; plantas
relativamente pequenas, compactas e eretas; maior vida util e resisténcia a pragas
quando comparadas aos cultivares brasileiros, que sdo consideradas frageis (Pineli et al.,

2008; Fonseca, 2010).

Com o periodo de colheita de setembro a abril, o morango ¢ fruto de grande
importancia econdmica, gerando desenvolvimento e renda em regides agricolas, ja que

seu cultivo e colheita sdo essencialmente manuais (Antunes, 2007).

Sua parte comestivel ¢ um pseudofruto, originario principalmente da expansao da
flor base (receptaculo) ou pseudocarpo onde os verdadeiros frutos (aquénios) sdo
unidos. A qualidade fisico-quimica e nutricional do fruto do morangueiro ¢ determinada
geneticamente e pode sofrer influéncia do ambiente de cultivo em fungdo,
principalmente, da luz, temperatura, umidade relativa do ar, sistema agricola de cultivo,
adubagoes, tipos de solo, ponto de maturagcdo na colheita, condi¢des de armazenagem,
transporte e embalagem (Almeida, 2012; Pineli, 2009).

Varios trabalhos tém sido desenvolvidos a fim de prolongar o periodo de prateleira
do morango, mantendo condigdes de qualidade sensorial e nutritiva do fruto por mais

tempo.

Cardoso e colaboradores (2012) relataram um estudo com base na agao sanitizante
do hipoclorito de sédio e cloreto de célcio na tentativa de prolongar o periodo pos-
colheita. Os morangos foram tratados por imersdao em solucao de hipoclorito de sodio,
em trés diferentes concentragdes e associado com solu¢do de cloreto de sodio,
armazenados com e sem refrigeracdo. Eles relataram a contribui¢do principalmente
relacionadas a perda de massa, acidez, solidos soluveis e vitamina C. Como resultado

eles obtiveram maior preservacao da qualidade durante tempo de armazenamento.

A agdo da imersdo em gluconato de célcio e do revestimento com quitosana sobre
o periodo pos-colheita do morango foi estudado por Hernandez-Mufioz e colaboradores

(2006). Eles observaram que o tratamento com calcio foi eficaz na diminui¢do de danos
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a superficie e perda de firmeza, enquanto tratamento com quitosana reduziu ataque
fingico e perda de massa do fruto, retardando a senescéncia (a depender da
concentragdo da quitosana em solu¢do). Devido ao maior contetido de calcio na parede
celular, constituida de pectina, a mesma complexa-se com calcio e evita a
despolimerizagdo, e consequente perda de firmeza do fruto. Eles relataram a
manuten¢do da qualidade e o valor nutricional por um maior periodo de tempo, porém

ndo obtiveram prolongamento do tempo de prateleira.

Oliveira e colaboradores (2008) conduziram estudos a fim de comparar a
producdo do cultivar Camifio Real em sistema de tunel. Eles relataram que a
produtividade do cultivar se assemelha aos demais em termos de massa, com frutos
maiores, porém em menor numero. Eles concluiram que, apesar de se tratar de um
cultivar relativamente novo a produtividade ¢ semelhante a dos cultivares ja

estabelecidos.

Seis cultivares de morango foram caracterizados por Skupien e Oszmianski
(2004). Os cultivares Senga, Duckat, Elkat, Selva, Elsanta e Kent foram caracterizados
por seus parametros fisico-quimicos (Tabela 1), colorimétricos e ainda quantificacao de
compostos bioativos. Os autores quantificaram por HPLC compostos como, os acidos
organicos: citrico, malico, succinico, p-cumarico e eldgico, além de derivados de
flavondides como: miricetina, canferol e catequina. Desta maneira indicaram o potencial

nutricional do morango, ressaltando na sua composi¢cdo compostos benéficos a satde.

Dentre os parametros fisico-quimicos determinados, os autores justificaram a
variacdo como consequéncia das caracteristicas de cada cultivar, em que cada um ainda
foi influenciado por fatores como tipo da planta e crescimento, clima, temperatura, grau

de maturagdo entre outros fatores ligados ao processamento e preparacao.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos dos seis cultivares de morango.

Kent Elsanta Senga Selva Elkat Dukat

Acidez titulavel 0,74 0,69 0,85 0,87 1,18 1,26
(g 4cido citrico/100g)
Agtcares totais (g/100g) | 14,67 13,48 11,10 10,76 10,65 12,88
Sacarose 7,25 6,52 3,16 3,50 4,66 3,60
(g/100g)
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Vitamina C (mg L' | 54,00 87,00 78,00 78,00 85,80 84,00
/100g)

Compostos fendlicos 443 .4 372,2 317,2 4233 407,4 410,5
totais (mg acido

galico/100g)
Atividade antioxidante | 0,040 0,040 0,047 0,044 0,041 0,038

(mg DPPH)
Soélidos soluveis (°Brix) 13,6 13,1 14,8 12,4 11,9 18,0
Massa fresca (%) 13,42 12,28 14,73 13,53 11,90 16,68

Adaptado de: Skupien e Oszmianski, 2004.

1.2. Maturacao

O processo de maturagao envolve reagdes quimicas complexas, com alteragdes
fisiologicas, metabodlicas, bioquimicas e estruturais perceptiveis pela mudanca de
caracteristicas organolépticas (Kerbauy, 2008). As mudangas ocorridas nas frutas
durante o desenvolvimento, maturacdo e senescéncia se diferenciam segundo o tipo de

respiragdo vegetal caracteristica.

A respiragao vegetal ¢ um processo bioldgico onde compostos organicos
reduzidos sdo mobilizados e subsequentemente oxidados de maneira controlada.
Durante a respiracdo a energia liberada ¢ incorporada na forma de ATP, prontamente
utilizada na manutengdo e crescimento. Ela pode ser representada sob a seguinte

equacao:
Ci2 H22 O11+ 13H,0 — 12 CO, + 48H' + 48¢”
120, + 48H" + 48¢” — 24 H,0O
Reacao liquida:
C12H22011+ 1202 — 12C0O; + 11H20
AG’ = - 1380 KCal/mol

A energia ¢ liberada em trés etapas durante a respiragdo, sao elas: a glicdlise, o

ciclo do 4cido citrico e a cadeia de transporte de elétrons.

Na glicolise ocorre uma série de reacdes executadas por conjunto de enzimas,

onde um acucar ¢ parcialmente oxidado via agucares fosfato de seis carbonos (hexoses
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fosfato) e actcares trioses fosfato, para reduzir um acido organico. Resultando em um
pequeno saldo de energia na forma de ATP e poder redutor como NADH. A segunda
etapa trata-se do ciclo do 4cido citrico, onde um piruvato ¢ completamente oxidado a
CO,, gerando um consideravel poder redutor. A etapa final ¢ a cadeia de transporte de
elétrons. Ao longo das duas etapas iniciais os elétrons liberados foram aceitos pelo
NADH e FADH,, estes sdo agora transferidos para o oxigénio, e a cada vez que isto
acontece forma-se uma molécula de ATP, que ao final do ciclo totaliza 38 moléculas de

ATP.

Com diferentes substratos envolvidos na fase de glicolise pode-se medir a
quantidade relativa de CO: liberado e O> consumido, chamado quociente respiratorio

(taxa respiratdria), QR, que ¢ dado pela equacgao:
QR =moles de CO; liberado / mole de O» consumido

Desta maneira diferentes substratos geram diferentes taxas respiratorias. E de
forma geral refletem o nivel de demanda metabolico, bem como a fase da planta
(estadios iniciais e de desenvolvimento requerem maior quantidade de energia) e no

caso dos frutos experimentam um pico respiratoério chamado de climatério.

Assim, as frutas classificadas segundo o tipo de respiracao, climatéricas e nao
climatéricas, possuem rotas metabolicas ativadas por diferentes fitormonios e condigdes
ambientais, necessitando de diferentes tratamentos principalmente relacionados a pds-

colheita e tempo de prateleira.

Em frutos climatéricos, o amadurecimento ¢ induzido pelo etileno, que ¢ um
hormonio gasoso responsavel pela rapidez e coordenagdao da maturacdo, mesmo no
periodo pos-colheita. Porém, os frutos ndo climatéricos possuem uma baixa produgado de
etileno, assim a maturagdo ocorre por outras vias bioquimicas que sao desencadeadas
por condic¢des externas, tais como: luz, temperatura e acao isolada ou conjunta de outros

hormonios (Abdi et al., 1998).

Na fase pré-colheita a atividade da planta ¢ mantida pela atividade
fotossintética e na pos-colheita esta atividade ¢ mantida por reserva de amido ou de
agucares, dependendo da espécie da fruta. Assim, sua vida util pos-colheita dependera
do consumo de sua reserva energética. Este consumo ¢ dado pela taxa de respiracao,

quanto maior for a taxa de respiragdo menor serd sua vida 1til pos-colheita. O pico da
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curva respiratoria indicard o ponto ideal de colheita, apds este ponto, a curva decresce e

indica a senescéncia do fruto (Pinheiro, 2009).

Para frutos nao climatéricos, pode-se observar que a taxa respiratoria (Figura 1)
ndo possui pico de producdo de etileno durante a maturagdo, resultando na baixa taxa
respiratoria no mesmo periodo. Como consequéncia disso frutos com esta classificagao
nao sdo capazes de dar continuidade a maturacao no periodo poés-colheita, passando a
senescéncia do fruto, o que reduz consideravelmente o tempo de prateleira deste,

quando comparadas a frutos climatéricos.
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Figura 1: Taxa respiratoria de frutos climatéricos e nao climatéricos.

O fruto do morangueiro ¢ do tipo ndo climatérico, dessa forma apds a colheita ndo
ocorre amadurecimento e suas caracteristicas organolépticas nao melhoram, iniciando a
senescéncia do fruto (Chitarra e Chitarra, 2005). Devido a estes fatores, o morango deve
ser colhido maduro, que aliado com a alta perecibilidade e delicadeza do fruto, reduz
seu tempo de armazenamento. Quando comparado a outros vegetais (Figura 2), o

morango possui alta taxa de respiragao e baixa longevidade pos-colheita.
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Figura 2: Grafico de taxa de respiracgao.

Um dos processos mais importantes durante a maturagdo ¢ a mudanga de
coloragdo, causada pela decomposicio da clorofila e biossintese de compostos
responsaveis por tais caracteristicas. As clorofilas (¢ e b) sdo formadas por uma
estrutura macrociclica assimétrica e insaturada, ¢ composta por quatro anéis pirrol,
tendo magnésio como atomo central. Encontradas na natureza em uma propor¢ao de 3:1
nas formas a e b, diferem-se pelo ligante R no anel II, sendo que a clorofila a ¢

substituida por grupo —CH3, e sua forma b substituida por grupo aldeido -COH.

A decomposi¢ao da clorofila ocorre durante a maturacao devido modificagdes
estruturais causadas pela acdo enzimatica. A perda total de cor relacionada a maturacio
envolve a abertura do anel tetrapirrélico com a introducdo de oxigénio num processo
co-oxidativo catalisado pela enzima feoforbideo a mono-oxigenase, gerando produtos
incolores (Figura 3). A etapa inicial da degradacao das clorofilas em tecidos senescentes
¢ iniciada por fatores externos, como o estresse hidrico, luminosidade, alteragdes
térmicas, niveis aumentados de etileno ou a combinacao destes fatores (Pruzinska et al.,

2003; Streit et al., 2005).
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Figura 3: Esquema de degradacao da clorofila a.
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Os compostos fenolicos pertencem a uma classe de substancias que inclui uma
grande diversidade de estruturas, simples e complexas. Sua composi¢do em frutas pode
variar de acordo com a fase de maturacdo, ambiente de plantio e condi¢des de
estocagem (Menz et al., 2010). Varias rotas metabdlicas estdo envolvidas na biossintese
dos compostos fendlicos: a rota do acido chiquimico esta entre as principais envolvidas

na maturagao de frutas (Iaderoza et al., 1992; Menezes, 2005).

A fenilalanina ¢ um dos precursores de grande parte dos compostos fendlicos
presentes nas frutas, estes sdo formados pela eliminagdo de uma molécula de -NH3 para
formar acido cinamico (Figura 4). Tal reagdo ¢ catalisada pela fenilalanina amonialiase,
caracterizando esta como uma etapa reguladora na formacdo de muitos compostos
fendlicos. Sendo que a atividade enzimatica da fenilalanina amonialiase ¢ influenciada
por fatores externos como o baixo nivel de nutrientes, temperatura, luz e infecgdes,
desta maneira quando a planta sofre qualquer tipo de estresse externo desencadeia-se a

producao de compostos fendlicos com o objetivo de defesa da planta.

Estes tipos de compostos foram identificados em um estudo desenvolvido por
Hékkinen e colaboradores (2000). Eles estudaram a influéncia do cultivar, local de
cultivo, bem como técnicas de cultivo convencional e organico, no conteido de
flavonois e compostos fenolicos. Através de analises do extrato de morango por HPLC-
DAD, eles quantificaram compostos como: canferol, quercetina, acidos elagico e p-
cumadrico. Eles observaram uma pequena variagdo no conteudo de p-cumarico segundo
o tipo de cultivar, e segundo os autores ndo houve diferenga entre o tipo de cultivo

convencional e organico.
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Constituindo uma das maiores classes de compostos fenolicos, os flavondides
téem diversas fungdes dentro do metabolismo da planta. Compostos como flavonas,
flavonois e antocianinas sdo responsaveis pela cor atrativa nos frutos, e seu acumulo
ocorre durante o periodo de maturag@o indicando também o periodo ideal para colheita,
que pode variar para frutos climatéricos, em que o fruto pode ser colhido no inicio da
maturacdo, € ndo climatéricos, fruto deve ser colhido com o processo de maturagao

completo (Huber et al., 2008).

Estes compostos ainda possuem atividade antioxidante devido a sua
propriedade redutora, cuja intensidade estd relacionada com a sua estrutura quimica e ao
numero e posicao de hidroxilas presentes na estrutura. Tais estruturas atuam em
diferentes niveis de oxidacdo, podendo agir diminuindo a concentracdo de oxigénio,
interceptando a acdo de oxigénio singlete, evitando a fase de iniciag@o da oxidacao pelo
sequestro de radicais hidroxil; quelando ions metalicos dentre outros processos de
deterioragdo que levam a producdo de sabores, odores, descoloracdo e alteragdes que
alteram a qualidade nutricional e a seguranga alimentar da fruta pela producdo de

compostos toxicos.

Os flavonodides possuem estrutura composta por 15 carbonos, distribuidos em
dois anéis benzinicos (anel A e B), ligados por um anel pirano (anel C), que possui
oxigénio como heteroatomo (Figura 5). As subclasses de flavondides diferem entre si
devido a posicdo e tipo de substituintes, grau de insaturagdo. Devido a estrutura
ressonante, possui atividade antioxidante. Também possuem propriedades absortivas de

ultravioleta, protegendo a planta contra a radiagd@o ultravioleta do sol.

1
O
C
4
Figura 5: Estrutura geral dos flavonoides.

As antocianinas sdo glicosideos de flavonodides que apresentam acgucares na

posicao 3 (Figura 6) e, algumas vezes, em outras posi¢cdes. Sem seus aglcares, as
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antocianinas (aglicona) sdo conhecidas como antocianidinas. A cor das antocianinas
(responsavel principalmente pelas cores azul, roxo e vermelho) se deve principalmente
pela ressonancia do ion flavilio que gera a intensidade de cor, ja que a duplas ligagdes
fazem com que absorva na regido de 500 — 600 nm. Também pode ser influenciada por
muitos fatores, incluindo o nimero de grupos hidroxila e metoxila no anel B da
antocianidina, a presenca de acidos aromaticos esterificados ao esqueleto principal e o
pH do vacuolo na qual tais compostos estdo armazenados. As antocianinas podem
também ocorrer em complexos supramoleculares junto a ions metalicos quelados e a co-

pigmentos flavonas e dois ions magnésio associados (Malacrida et al., 2006).

OH

HO 0]
s -
®
/ OR"

OH

Figura 6: Estrutura basica das antocianinas (cation flavilico).

Sua estabilidade estd associada aos substituintes. Antocianidinas sao
estruturalmente menos estiveis que antocianinas devido a auséncia do agticar (R!, a
presenca do aguicar aumenta a estabilidade do anel, devido ao aumento do numero de
ligagdes duplas ocorre o aumento da ressonancia), além disto, um maior numero de
hidroxilas diminui a estabilidade, o inverso ocorre com os grupos metoxilas. Outro fator
¢ o pH, que causa alteracdes no cation flavilico, alterando assim sua coloragdo, as
antocianinas sao mais estaveis em pH neutro do que em solugdes acidas e basicas. Além
destes, temperatura de armazenagem, presenca de algumas enzimas, luz, oxigénio, entre

outros, também sdo fatores importantes na estabilidade das antocianinas.
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Na maturacao dos frutos, o amolecimento reflete essencialmente a ocorréncia de
alteragdes progressivas nas paredes celulares, fazendo com que elas se tornem mais
hidratadas e moles. A parede celular em frutos ¢ composta principalmente por pectinas
(Figura 7), hemicelulose e celulose. Pectinas sdo polimeros de polissacarideos
compostos por acido galacturdnico parcialmente esterificados, unidos por ligagdo o
(1—4), podendo apresentar ramificacdes como os acUcares: galactose, glicose, ramnose,
arabinose e xilose. A despolimerizagdo e a solubilizagdo enzimatica das pectinas da
lamela da parede celular tém como resultado uma consideravel perda de adesdo entre as

células, determinando a textura dos frutos (Argenta et al., 1994).
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Figura 7: Estrutura quimica da cadeia de pectina.

Os compostos responsaveis pelo aroma de morango, sdo em sua maioria
substancias volateis que aumentam com tempo de maturacdo. E em sua maioria sdo
compostos por ésteres, aldeidos, cetonas, terpenos, alcoois e derivados de lactonas. O
sabor ¢ o aroma dos frutos resultam de complexas interagdes entre substancias de
diversas naturezas, alguns volateis, como ésteres, aldeidos e alcoois, e outras nao

volateis, como agucares e acidos organicos (Peinado et al., 2013).

O amido, principal polissacarideo de reserva do reino vegetal, ¢ acumulado por
plantas verdes sob a forma de granulos, em uma grande variedade de raizes, tubérculos,

folhas, troncos, sementes, frutos e pélen. Quando hidrolisado o amido produz glicose,
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que por sua vez ¢ oxidada nas reagdes subsequentes. E as reacdes de hidrélise ocorrem
em consequéncia de variacdes sazonais ou estadios de desenvolvimento especificos
(estadio: Fase no desenvolvimento da planta ou do animal), tais como: o comego da
primavera para raizes e cascas de arvores e o inicio de amadurecimento. Também se
tem a minimizacao de outros parametros importantes durante o amadurecimento, como
a perda de peso devido a diminuigdo da taxa respiratoria; de distirbios fisiologicos,
como escaldaduras; de podriddes provocados por micro-organismos, essas decorrentes
de perdas das propriedades fungistaticas do fruto saudavel (Pinheiro, 2009). A Figura 8

apresenta os estados de desenvolvimento e maturagao de frutas:

Fecundagiio Morte
Desenvolvimento |
——— — =
Crescimento

... Maturacio o
Maturagido
Fisiologica

Amadurecimento

Senescéncia

Figura 8: Diagrama esquematico indicando os estadios de desenvolvimento fruto.

O processo de desenvolvimento ¢ marcado principalmente pela formacao de
tecido novo. O crescimento ¢ uma fase caracterizada por mudangas irreversiveis nas
caracteristicas fisicas do fruto. Inicia-se por divisdo celular e, posteriormente, por
expansao celular que € responsavel pela ultima parte do aumento do volume do fruto.
Dessa forma, o tamanho final do fruto ¢ consequéncia do aumento do nimero de
células, bem como do aumento no tamanho médio dessas células (Chitarra e Chitarra,

2005).

Juntamente com a fase de crescimento, inicia-se a fase de maturagao dos frutos.

Esta fase conduz os mesmos a maturidade fisioldgica, ou seja, leva-os a um estado que
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os tornam comestiveis. Durante tal fase ocorre a chamada maturidade fisiologica dos
frutos. Em geral, neste estadio as frutas apresentam caracteristicas de qualidade para
utilizagdo pelo consumidor. A fase final da maturagdo é marcada pelo periodo inicial da

fase de amadurecimento dos frutos (Chitarra et al., 2005).

r

O amadurecimento ¢ considerado como o aprimoramento do conjunto de
processos que ocorreram nos ultimos estddios de desenvolvimento do fruto, até as
etapas iniciais de sua senescéncia. Caracterizado por mudancas de natureza bioquimica,
resultam em caracteristicas estéticas e de qualidade para o fruto, como evidenciado
pelas mudancas na sua composi¢do, na cor, na textura e em outros atributos sensoriais

(Primo, 2008).

A senescéncia € um processo irreversivel, esta fase pode ocorrer tanto antes como
apos a colheita e ¢ caracterizada por processos fisioloégicos e quimicos, que ocorrem
ap6s a maturidade fisioloégica. Estas transformagdes sdo predominantemente

degradativas, culminando com a morte dos tecidos (Chitarra e Chitarra, 2005).

O periodo de desenvolvimento e maturacdo do morango ¢ determinado por quatro

periodos fenolégicos (Figura 9).

e Fruto verde (1), em que fruto estd em desenvolvimento;
e Fruto branco (2), com 50% do periodo de maturag¢do concluido;
e Fruto rosa (3), com 75% da maturagao;

e Fruto vermelho (4), fruto com 100% da maturacdo completa.

Figura 9: Imagem dos periodos fenologicos do morango, 1) verde; 2) branco; 3)

morango rosa e 4) morango vermelho.
Fonte: Pinelli, 2009.

Com tantas mudancas na composi¢ao quimica das frutas durante o processo de

maturacdo ¢ de grande importancia a avaliacdo destes compostos nos estadios de pré e
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pos-colheita, com objetivo de aumentar a produtividade, prolongar tempo de prateleira,

com a manutenc¢ao das propriedades benéficas a satde.

1.3. Fitormonios

As fases de desenvolvimento, maturagao e senescéncia das plantas sdo regidas
pelo tipo de respiracdo da planta. Plantas com caracteristicas climatéricas possuem
respiragdo vegetal com pico de producdo de etileno no auge do periodo de maturacio
(no caso de frutas), portanto, toda a maturagao € regida por tal fitormdnio. Porém, existe
também a acdo de outros fitormdnios durante os estados de desenvolvimento e
maturagdo, entretanto, em menor propor¢ao. Plantas com caracteristicas ndo
climatéricas possuem respiracdo vegetal sem um pico de produgdo de etileno, deste
modo, o desenvolvimento do fruto ocorre sob a acdo coordenada de diferentes
fitormonios e condi¢cdes ambientais. Portanto, ¢ de grande importancia a compreensao
da acdo dos mesmos durante os estados de desenvolvimento, maturacao e senescéncia

(Kerbay, 2008).

Os fitormonios vegetais sdo substancias formadas por pequenas moléculas
produzidas pela planta e que em pequenas concentracdes, geram mudangas metabodlicas
nas células. O seu transporte ¢ realizado pelos vasos condutores de seiva (Xilema e

Floema) e podem atuar diretamente no 6rgao onde foram produzidos.

Os principais fitormonios vegetais sdo auxinas, giberelinas, citocininas,
brassinolideo etileno e 4cido abscisico (Figura 10). Estes, por sua vez, desempenham
diversas fungdes, tais como: os estimulos ao crescimento da planta, a floracdo, a
formac¢ao, desenvolvimento e amadurecimento dos frutos, a formagdo dos tecidos
vegetais, promovem a adaptagao da planta as condigdes de falta de agua (estresse
hidrico) e estimulam a germinacdo e a quebra (ou inducdo) da dorméncia (Cavalini,

2008).

a) OH b)
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Acido indol- 3 acético Etileno
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Figura 10: Estrutura quimica dos fitormonios.

O morango ¢ classificado como fruto ndo climatérico, segundo o tipo de
respiragdo. Caracterizada pela auséncia de pico de producdo de etileno, o seu
desenvolvimento e maturagdo sdo desencadeados principalmente por condi¢des externas
como luminosidade, temperatura, nivel pluviométrico; pela a¢do de outros hormonios
vegetais, como as auxinas, giberelinas, acido abscisico e etileno, ou pela acgdo
combinada de tais substancias (Trainotti et al., 2005; Hytonen et al., 2009; Csukasi et
al.,2011; Liet al., 2011; Symons et al., 2012).

O etileno ¢ o unico gas que participa da regulagdo de processos fito
fisiologicos, sendo difundido através de espagos intermoleculares para o interior do
tecido atuando assim em toda a planta. Considerado um hormonio, j& que ¢ um produto
natural do metabolismo, atua em concentra¢des muito baixas e participa da regulacao de
praticamente todos os processos de crescimento e maturagdo. E quando ocorre a
aplicacao de etileno exdgeno em frutos ndo climatéricos, ele catalisa a taxa respiratdria,

mas nao existe a aceleracao da maturagao.
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Este € responsavel pelo inicio da maturag@o, e sua producdo tem como objetivo
acelerar e tornar uniforme a maturacao de frutos climatéricos. As principais mudancas
observadas sdo amolecimento do fruto, devido a quebra enzimatica das paredes
celulares, a hidrélise do amido com consequente aciimulo de agtlicares e a diminui¢cdo de

acidos organicos (Payasi et al., 2010).

O 4acido abscisico (ABA) ¢ um fitormonio que desencadeia o processo de
abscisao ou queda de frutos e folhas, pela sua capacidade de estimular a produgao de
etileno, além de regular alguns aspectos importantes do desenvolvimento da planta,
incluindo a sintese de proteinas de reserva e lipideos nas sementes, atua na resposta
adaptativa a condicdes adversas. O ABA pode agir estimulando o fechamento dos
estomatos (diminuindo a transpiragdo) ou, em situagdes de extrema falta de agua,
estimulando a producdo de etileno. Ele também responsidvel por promover o
metabolismo e acimulo de agucares (Pan et al., 2005), estimula a biossintese de etileno

encurtando o tempo para o inicio da maturagao (Parikh ef al., 1990).

Os brassinosteroides (Figura 10 f)) sdo hormonios vegetais que promovem o
alongamento celular, expansdo celular, promovendo aceleragdo do crescimento,
resisténcia ao estresse, a diferenciagdo do xilema e o retardamento da abscisao das

folhas (Chai et al., 2013).

A literatura apresenta varios estudos relacionados a agao de tais hormonios em
frutas, mas ainda ndo esta claro os mecanismos de agdo dos mesmos, principalmente em

frutos ndo climatéricos.

Alteragdes causadas na maturacdo do morango, estdo associadas a acdo do
etileno em estddio de maturagdo branco, onde o fruto atinge o tamanho final e inicia o
acimulo de antocianinas, o que estd de acordo com Villarreal e colaboradores (2010)
que observaram o acimulo de antocianinas e a degradagao da clorofila, quando os frutos
de morangos foram tratados com o etileno. Bombarely e colaboradores (2010)
identificaram varios genes ligados a percepcao e a biossintese do etileno e de outros
reguladores de crescimento no amadurecimento no morango. Sun e colaboradores
(2013) demonstraram que o gene FaCTRI, componente da cadeia de transducdo de
sinais, € o gene FaSAMSI, da via biosintética do etileno, regulam o amadurecimento,

demonstrando a necessidade do etileno para o amadurecimento do fruto.
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Em morango, sdo poucas as evidéncias substanciais da a¢do e do conteudo ativo
de brassinosterdides envolvidos no amadurecimento do fruto. A aplicacao exogena de
brassinolideo amadureceu o fruto verde de morango, sugerindo o seu papel no
desenvolvimento inicial do fruto (Chai ef al., 2013). A expressdo diferencial do gene
FaBRII, envolvido na sinalizagdo de brassinolideo em receptaculos vermelhos,
sugeriram um aumento na concentragdo desse hormonio neste tecido, quando o fruto se
encontra em estadios avangados da maturagdo (Bombarely et al., 2010). Symons e
colaboradores (2012) relataram que o mesmo nao estd envolvido no amadurecimento do
morango. Ja em uvas (Vitis vinifera L.) cv. Cabernet Sauvignon, mudangas na expressao
de genes controlando a sintese e o nivel endégeno de brassinolideo, se tornaram
evidentes ao longo do desenvolvimento da baga com a aplicagdo exdgena de epi-
brassinolideo, que promove ou retarda o amadurecimento das mesmas.

Diante desses resultados ¢ possivel observar que o papel desempenhado pelo
etileno, brassinosterdide e outros hormdnios vegetais, tais como o acido abscisico tem
sido investigado em muitas das pesquisas voltadas a regulagdo do amadurecimento do
fruto de morangueiro. E essa cultura, tem se tornado um sistema util em estudos
destinados ao entendimento da acdo hormonal em frutos, ndo sé pela sua importancia
econdmica e nutracéutica, mas também diante da sua facil propagacdo, do curto estadio
vegetativo, do rapido desenvolvimento e por ser um fruto pequeno (Perkins-Veazie,
1995).

Para este estudo foram observados os efeitos de trés fitormonios ligados a
diferentes acdes durante o desenvolvimento e matura¢do do morango, sendo eles etileno
(ETHEFON®), 4cido abscisico e a tentativa de caracterizacio da agdio do 3-epi-

brassinolideo (Figura 10).

1.4. Metabolomica

Visando uma melhor compreensdo das rotas biossintéticas envolvidas nos
diferentes processos na planta, através da identificacdo de seus metabdlitos, o estudo
metabolomico oferece informacdes que possibilitam aprimorar técnicas de
armazenamento, tratamentos pré e pos-colheita de frutas, bem como avaliar o efeito de

condi¢des externas na composicao quimica dos mesmos.



35

A caracterizagdo de alimentos através de um fingerprint ¢ uma estratégia utilizada
em muitos casos. Uma visdo geral da composicdo quimica, que possibilita diversos
focos de estudo, desde a variabilidade da composicao nos estadios de desenvolvimento,
maturacdo e senescéncia; alteracdes ocorridas devido a processamento de alimentos;
caracterizacdo geografica, origem e cultivar; caracterizacdo de fenotipos e genotipos;

modificagdes genéticas entre outros.

Em levantamento de dados Fotakis e colaboradores (2013) apresentaram diversos
estudos com foco nos metabolitos da baga e derivados de uva que relataram metabolitos
caracterizados principalmente em residuos da industria de sucos e o mosto da industria
de vinhos e produtos finais como suco, vinho, vinagre e destilados. Tais dados
indicaram uma gama de compostos envolvidos nestes processos, bem como, a
caracterizacdo dos efeitos do solo, origem geografica, variedade e tempo de
envelhecimento. Dentre os compostos apresentados pelos autores estdo uma série de
aminoacidos, 4acidos organicos, agucares e compostos fendlicos, comumente
encontrados em frutas. Foi ainda constatada a presenca de metabolitos secundarios
como 4acido siringico, caracteristico composto fendlico responsavel por inferir
resisténcia da planta principalmente contra-ataques de herbivoros. Este trabalho
ressaltou o esforco de pesquisadores no estudo metaboldomico e reconhecimento

metabdlico de cultivares e produtos derivados de uva.

Os diferentes estados de maturagdo do pimentdo foram estudados identificando
metabdlitos em cada estddio (Aizat et al., 2014). Foram caracterizados compostos como
amido, agucares e derivados como principais compostos alterados durante o
amadurecimento. Os autores identificaram que os compostos indicados como
marcadores de maturacdo também influenciam compostos intermediarios da glicolise e
consequentemente vias metabolicas de aminodcidos, compostos relacionados a cor,
pungéncia e ainda metabdlitos secundarios envolvidos no ciclo dos acidos
tricarboxilicos. Ainda correlacionaram a acdo de compostos como a cisteina e
metionina, a produgdo de etileno, aumentando sua concentragdo no decorrer da

maturacdo, enquanto a putrescina diminui. Estes resultados caracterizam rotas

metabdlicas caracteristicas de fruto ndo climatérico.

Savorani e colaboradores (2010) identificaram metabdlitos de peixe diferenciando

por diferentes aquiculturas. Eles identificaram a inosina como biomarcador para avaliar
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tempo de armazenamento e metabdlitos como glicogénio, alanina e glicina como

biormacadores dos diferentes sistemas de aquicultura.

O estudo do metaboloma possibilitou o melhor entendimento das principais
mudancas ocorridas durante os mais diferentes processos bioquimicos ocorridos. Tal
entendimento possibilita o desenvolvimento de novas técnicas de tratamentos com as

mais diversas finalidades.

1.5. RMN

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) ¢ uma ferramenta poderosa e
versatil para a elucidagao estrutural de compostos organicos, acompanhamento de meios
reacionais, caracterizagdo de compostos em matrizes complexas dentre uma gama de
possibilidades oferecida por esta ferramenta. Desde o seu surgimento em 1945, a RMN
tem sofrido grandes transformagdes tais como o desenvolvimento de imas
supercondutores, que permitem obter campos magnéticos cada vez mais intensos e, com
isso aumentar a sensibilidade dos espectrometros de RMN; a transformada de Fourier
que possibilitou o uso da técnica pulsada e com isso acumular varios FIDs (Free
Induction Decay) e mais recentemente de sondas com gradiente de campo, as quais

permitiram melhorar significativamente a qualidade dos experimentos (Claridge, 1999).

A espectroscopia de ressondncia nuclear se baseia nas propriedades magnéticas
do spin, que sdo baseadas no conceito de spin nuclear e momento magnético. O spin
nuclear resulta da relagdo entre protons e elétrons no nucleo, quando ambos sdao pares
essa combinacdo gera spin nuclear nulo e inativo para o fenomeno de ressonancia,
entretanto, quando esta relagdo elétrons e protons € diferente de zero o nicleo assume
orientagdes permitidas para o spin nuclear. Neste caso quando aplicado um campo
magnético intenso ocorre a degenerancia dos estados energéticos (+1/2 e -1/2), e a
distribuicdo eletronica nos estados ocorre com uma pequena diferenca entre eles, e esta

diferenca pode ser medida por RMN (Daiolo, 2006).
1.5.1. Técnica de High Resolution Magic Angle Spinning (HR-MAS)

O surgimento de sondas com giro em torno do angulo magico (MAS)
possibilitou a analise direta de materiais solidos. Posteriormente, o desenvolvimento de

sondas de alta resolucdo com giro no angulo magico (HR-MAS, High Resolution -
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Magic Angle Spinning) tem permitido a aquisicdo de espectros de RMN de 'H
diretamente de materiais in natura, tais como, tecidos vegetais € animais com resolugao
espectral muito semelhante as obtidas para amostras em solucdo, ampliando cada vez
mais o seu campo de atuacao (Daolio, 2006). A técnica de HR-MAS reline as vantagens
de RMN em liquidos com RMN de amostras solidas, possibilitando a combinacao das
caracteristicas mais importantes destas duas técnicas, como a alta resolugdo obtida por
RMN em solugdo e a necessidade do minimo de preparo de amostra inerente a RMN de

solidos.

Os espectros de amostras no estado solido obtidos nas sondas convencionais
devido ao movimento molecular restrito e a heterogeneidade fisica da amostra
produzem sinais extremamente alargados. Este alargamento se deve a trés situagdes:
acoplamento dipolar, deslocamentos quimicos anisotropicos e diferencas na

susceptibilidade magnética da amostra.

A interagdo magnética dos spins nucleares através do espago sem o intermédio
de atomos e elétrons, chamado acoplamento dipolar, depende da posicdo que cada
nucleo ocupa, e de acordo com esta posi¢do o campo magnético gerado pelo spin pode
ser somado ou subtraido ao campo magnético aplicado ao vizinho, fazendo com que um
unico nucleo apresente varias frequéncias de ressonancia e, consequentemente,

alargamento dos sinais.

A distribuicao assimétrica dos elétrons nas ligagdes € o0 movimento molecular
restrito das amostras sélidas fazem com que um mesmo nucleo apresente deslocamentos
quimicos distintos provenientes das diversas orientagdes que a molécula pode assumir
em relagdo ao campo magnético do equipamento, contribuindo para o alargamento dos

sinais, fendmeno chamado deslocamento anisotropico.

A falta de homogeneidade fisica de amostras solidas gera diferencas na
suscetibilidade magnética, assim nucleos idénticos podem apresentar diferentes
frequéncias dependendo da posi¢ao em que se encontra a amostra, gerando novamente
deslocamentos quimicos anisotrdpicos e alargamento dos sinais. O movimento restrito
de amostras solidas também causa efeitos no tempo de relaxagdo, fazendo com que o
tempo de relaxagao rede-spin seja longo e a relaxacao spin-spin seja curto, ocasionando

um alargamento do sinal.
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Alguns destes efeitos sdo reduzidos com trés condicdes de aquisi¢do dos
espectros: orientacdo da amostra em um angulo de 54,74° em relagdo ao campo
magnético do equipamento (Bo) e rotagdo da amostra em alta frequéncia e fina moagem

da amostra.

O alargamento causado pelo acoplamento dipolar (D) pode ser minimizado ao
inclinar a amostra em um angulo de 54,74° (chamado angulo magico, figura 11) em
relagdo ao campo magnético principal (Bo). Tal angulo ¢ resultado da dependéncia

angular do acoplamento dipolar em relagdo ao campo, dado pela seguinte equagao:
D proporcional a = B FAB 3 (3 cos’ © — 1)

Desta maneira quando angulo é de 54,74° em relagdio a Bo, o termo 3 cos? © —
1 da equacdo torna-se zero, anulando assim o efeito do acoplamento dipolar. Entretanto
apenas a inclinacao da amostra nao resulta em melhorias significativas na resolu¢ao dos
espectros, a rotacdo da amostra elimina o alargamento causado pelo efeito do
deslocamento quimico anisotrdpico, desde que a frequéncia de rotagdo seja ao menos
igual ao deslocamento anisotropico, e que ainda depende do campo aplicado, desta
maneira quanto maior o campo aplicado, maior devera ser a rotagdo da amostra. O
efeito de alargamento dos sinais causados pela falta de homogeneidade da amostra pode
ser minimizado com a fina moagem da amostra e pela disposicdo esférica dentro do
rotor (porta amostra, figura 12). Assim os deslocamentos observados nos espectros sao
uma média das possiveis orientagdes que nucleo € exposto em relagdo ao campo

magnético.
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Figura 11: Representagdo esquematica do rotor girando no angulo magico (54,74°).
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Figura 12: Representagdo esquematica do rotor utilizado na técnica de HR-MAS.

A grande vantagem da técnica de RMN HR-MAS ¢ a possibilidade da analise
direta de materiais intactos sem necessidade de nenhuma etapa de pré-tratamento de
amostra, as quais consomem tempo e reagentes, além de poderem estar provocando
alteracdes na composicdo quimica das amostras, por exemplo, em processos de

extragdo. O principal requisito para que uma amostra seja analisada por esta técnica ¢
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que as moléculas apresentem algum grau de mobilidade, consideradas como materiais
heterogéneos. Condigdo ja satisfeita nas amostras de tecidos animais e vegetais in

natura.

A técnica também ¢ sensivel, requerendo somente alguns miligramas de
amostra e alguns minutos para se adquirir um espectro de RMN de 'H, possibilitando
assim detectar componentes em concentragdes inferiores a um micromolar em misturas
(Broberg et al., 2000). Além disso, as sondas de HR-MAS permitem o ajuste da
homogeneidade do campo magnético (shimming), resultando em ganhos na relagdo

sinal/ruido dos espectros obtidos (Broberg et al., 1998).
1.5.2. Sequéncias de pulsos

As sequéncias de pulsos empregadas sdo as mesmas utilizadas na RMN de
amostras em solucdo e nao requer alta poténcia de desacoplamento ou técnicas
especiais, comumente empregadas para solidos verdadeiros (Garrod et al., 1998). Assim
as sequéncias mais empregadas em HR-MAS sdo sequéncias que envolvem saturacao
de sinais interferentes, como as sequéncias ZGPR, NOESYPRI1D e excitag¢do seletiva.
Na analise de alimentos devido a natura da amostra, ¢ comum uma grande quantidade
de 4gua, o que interfere na intensidade de demais sinais, sendo necessaria a saturagao

dos sinais dos hidrogénios da mesma.

Entretanto ¢ necessario observar certos pré-requisitos na saturagcdo do sinal dos
hidrogénios da adgua. A saturagdo de tais sinais envolve o campo B0 (campo magnético
externo estatico) e Bl (campo magnético gerado quando aplicado pulso de radio
frequéncia). Neste sentido uma menor largura possivel, da meia altura dos sinais,
consequentemente maior homogeneidade do campo € necessaria para que ocorra
saturacdo, ja que ao se aplicar um pulso de radiofrequéncia na regido de sinais de
hidrogénios da 4agua, sinais com frequéncias de ressonancias proximas podem ser
saturados da mesma maneira, para que isto ndo ocorra ¢ necessaria uma boa calibracio

do pulso.

A sequéncia ZGPR ¢ a mais simples para a saturacao de sinais de hidrogénios
da agua. Utilizando um pulso seletivo de baixa poténcia na frequéncia de ressonancia dos
hidrogénios da agua durante o tempo de relaxagdo, restando apenas um sinal residual de baixa

intensidade.
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A sequéncia de pulsos NOESYPRI1D trata-se de uma sequéncia mais elaborada que
suprime o sinal da agua. Existe a aplicacdo de um pulso seletivo de baixa poténcia na frequéncia
de ressonancia dos hidrogénios da dgua durante a recuperagdo, da mesma forma que a sequéncia
ZGPR, mas também pela aplicacdo adicional de um novo pulso seletivo de baixa poténcia

também durante o tempo de mistura (Claridge, 1999).

A sequéncia de excitagdo esculpida, da mesma forma que a sequéncia ZGPR,
utiliza pulsos seletivos para saturagdo de sinais. Porém, ao invés de pulsos retangulares
como na ZGPR, a sequéncia de excitacdo esculpida utiliza pulsos seletivos formatados,
tais como pulsos senoidais. Desta forma sdo mais seletivos para frequéncia de
ressonancia da 4gua e por isso mais efetivos em saturar o sinal. Além disso, a sequéncia
usa pulsos de gradiente de campo que visam retirar do plano transversal frequéncias de
ressonancia residuais da agua. A principal vantagem desta sequéncia sdo espectros com

pouca distor¢do de linha de base como na ZGPR.

As sondas de HR-MAS também possibilitam realizar experimentos
bidimensionais tais como COSY, HSQC e HMBC que sdao extremamente uteis na
identificacdo de compostos organicos, como demonstrado por Broberg e colaboradores
(1998); Gil e colaboradores (2000) e Sacco e colaboradores (1998). Tais estudos
possibilitaram a identificacdo de uma grande quantidade de compostos em diferentes
materiais in natura sem quaisquer processos de extracao e/ou purificagao. Métodos de
analise direta que dispensam a necessidade de isolamento dos componentes sdo muito
desejaveis, e por esta razdo o interesse da aplicacdo técnica de RMN HR-MAS ¢

crescente (Ritota et al, 2012; Mucci et al, 2013; Solinas et al, 2014; Santos et al, 2015).
1.5.3. Aplicabilidade da técnica

Pesquisas realizadas na area de alimentos ainda se utilizam na maioria dos
casos de andlises fisico-quimicas como sélidos soluveis totais, acidez titulavel, pH,
agucares soluveis totais, agucares redutores, teste de amido, analises enzimaticas,
fitoquimicos, taxa de respiragdo e testes fisicos como firmeza, peso, cor e didmetro
requerem grande quantidade amostra, solvente e reagentes especificos para as diversas
técnicas que podem ser empregadas (Haftner et al., 2002; Cordenunsi et al., 2005;
Peretto et al., 2014) . Algumas delas exigem ainda elevado tempo para execugdo e ainda
podem causar alteragdes dos seus componentes ja que sdo técnicas invasivas, que

quebram parede celular expondo seus componentes a degradagao.
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Por isso a aplicabilidade de técnicas espectroscOpicas vem avangando na
analise de alimentos, obtendo bons resultados de maneira precisa e rapida, exigindo
pequena quantidade de amostra e possibilitando a analise in natura, o que impede

alteracdes indesejadas.

Neste sentido Fang e colaboradores (2001) realizaram estudo sobre a estrutura
molecular superficial (cutina) que protege plantas do ambiente externo com técnica de
RMN HR-MAS, que ajudou a superar dificuldades de solubilizagdo sem a degradagao
do polimero realizando analises in natura. Tal estudo possibilitou a caracterizagdo de
estruturas oligoméricas com extremidades ésteres e alcodis primarios, obtendo

informagdes como peso molecular.

Spraul e colaboradores (2009) desenvolveram um método para o controle de
qualidade de sucos de frutas por RMN, identificando componentes como asparagina,
acido malico e acucares como glicose, frutose e sacarose em 50 tipos diferentes de
sucos. Através da comparagdo com padrdes eles puderam detectar fraudes como a
adicdo de actlcar, tratamento enzimatico exaustivo, marcadores como acido
galacturdnico e acido citrico ou o suco de limdo (por exemplo, no suco de maga), uso de
cascas, através do marcador phlorin, a utilizacdo de frutos verdes, devido a altas

concentragao de acido quinico em suco de maga.

Gil e colaboradores (2000) estudaram a composi¢ao quimica da manga durante
o amadurecimento utilizando a técnica de RMN HR-MAS. Através dos espectros de
RMN de 'H puderam observar 40 metabdlitos em diferentes estadios de maturacio,
sendo que a sacarose ¢ o agucar predominante durante a maturagdo e o acido citrico, o
acido mais abundante em frutos ainda verdes diminuindo rdpido com a maturagao.
Observaram ainda o aumento de compostos como alanina, lactato, fenilalanina e niacina
durante a maturagdo e a mudanga na regido aromatica dos espectros da polpa indicando
uma complexa rota bioquimica dos compostos fenolicos com precursores como acidos

formico, galico e chiquimico e tirosina.

1.6. Analise de Componentes Principais

Muitas vezes a analise de espectros de RMN provenientes de amostras com

alto grau de semelhanca (principalmente com alto nimero de amostras e replicatas) nao
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possibilita extrair informagdes relevantes apenas com uma inspe¢do visual. Desta
maneira a analise de componentes principais (PCA) ¢ uma ferramenta valiosa, pois

possibilita a analise de um grande niimero de variaveis de maneira simultanea.

O método de analise de componentes principais tem como objetivo reduzir a
dimensionalidade dos dados correlacionando as varidveis. Variaveis com alto grau de
colinearidade sdo alta indicagao de que ¢ possivel obter uma nova base que melhor

explique a variancia dos dados.

Estes dados sdo organizados em uma nova matriz de dados, na qual colunas
representam as variaveis e as linhas representam as amostras, podendo assim esta nova
matriz de dados ser representada por um conjunto de coordenadas espaciais. Cada novo
vetor ¢ expresso pela combinagdo linear das antigas varidveis, onde cada eixo ¢
denominado componente principal (PC), sendo estes ortogonais entre si e ordenados em
termos de quantidade de variancia explicada. Desta maneira o primeiro componente

principal explica maior variancia dos dados e assim por diante.

Os dados sdo organizados em dois tipos de graficos, graficos de scores e
loadings (Figura 13). O grafico de scores que relaciona informacdes relativas aos
agrupamentos das amostras, que sdo organizadas por grau de similaridade. No grafico
de loadings ¢ possivel identificar quais varidveis sdo responsaveis por um determinado
agrupamento. Portanto, a analise conjunta dos graficos possibilita a identificagdao e

caracterizacao de cada grupo de amostras (McKenzie et al., 2011; Kjeldahl et al., 2010).
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Figura 13: Representagdo esquematica dos graficos de scores e loadings.

Ao aplicar a dados espectrais de RMN proveniente de amostras complexas,

com alto grau de similaridade e grande niimero de varidveis, a andlise de componentes

principais ressalta diferengas sutis entre o conjunto de amostras e as agrupa por grau de

similarid

ade (Kumar et al., 2014).
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A alta dimensionalidade dos espectros de RMN ¢ gerada através dos varios
pontos adquiridos (espectros adquiridos com 64.000 pontos, cada ponto equivale a uma
variavel), desta maneira para estes dados se faz necessaria a aplicagdo de ferramentas

que possibilitem a interpretagdo correta de cada sinal.

Existem softwares especificos para este tipo de andlise, onde o espectro ¢
subdividido em buckets (conjunto de pontos), visto que um sinal ¢ dado por uma
determinada largura, que determina o tamanho dos buckets (Figura 14). Desta maneira
se faz necessaria a determinacdo do tamanho bucket através de observacao do espectro,
sinais mais alargados necessitam de buckets maiores para evitar a divisdo de sinais,
enquanto um espectro com sinais mais finos, os buckets devem ser menores para evitar

0 agrupamento de sinais.

" A A

95| 9. BS | 800 75 |70 65 6.0 | 5.5 .0 |45 40 |35] 3. RS | 20 1.5 1.0| 05

L L R L L L L A L N IR |
0.0

ppm

Figura 14: Representagdo esquematica do agrupamento em buckets de um espectro de
RMN HR-MAS de 'H de amostra de morango.

Além desta ferramenta ¢ necessdrio também o pré-processamento de dados
com objetivo de adequar o conjunto de maneira a maximizar ou minimizar o efeito de
certas variaveis. Assim os pré-processamentos podem ter diversas finalidades.
Transformagdes e pré-processamentos mais utilizados sdo: a) alisamento, diminui
problemas de ruido; b) derivagdo, corrige problemas de deslocamento e inclinacao de

linha de base; c) logaritmo, compensa diferencas de sensibilidade; d) dados centrados na
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média, diminui diferencas de linha de base; e) auto-escalonamento, ¢ realizado
centrando os dados na média e posterior escalamento pela variancia, deste modo se da a

mesma significancia para todo o conjunto, entretanto pode aumentar o ruido.

Finalmente, o uso da PCA em dados espectroscopicos de estudos metabolomicos
em frutas possibilita a caracterizagdo de possiveis biomarcadores envolvidos em cada

periodo de desenvolvimento e matura¢ao (Cho et al., 2007).
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2. Objetivos

Geral

Investigar as alteragdes ocorridas no perfil quimico do morango durante o
desenvolvimento e maturacdo bem como a influéncia de diferentes tratamentos

hormonais por técnica de RMN HR-MAS.

Especificos

v Determinar os melhores parimetros de aquisi¢do dos espectros de RMN HR-

MAS de 'H.
v' Caracterizar metabolitos do morango através de técnica de RMN HR-MAS.

v Determinar as alteragdes naturais ocorridas no perfil quimico nos estadios de
maturacdo de amostras sem tratamento, e em fun¢ao de diferentes tratamentos

hormonais através da RMN HR-MAS.

v" Identificar nos espectros de RMN os principais metabdlitos envolvidos no

desenvolvimento ¢ maturacao através de analise multivariada.

v' Caracterizar o perfil fisico-quimico e identificar possiveis alteragdes causadas

por tratamentos hormonais nas amostras de morango.
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3. Experimental

3.1 Amostras

Os frutos de morango do cultivar Camino Real foram obtidos de um pomar
comercial (passou por tratamentos convencionais para o tipo de plantio, como
herbicidas e pesticidas) em Ponta Grossa, Parana (Latitude 24° 59.082° S, Longitude 50°
15.903° W e altitude 912 m) no periodo de novembro a dezembro de 2011.

Os morangos nos estadios de maturacao verde, branco, rosa ¢ vermelho foram
submetidos a tratamento com diferentes fitormonios sem a remog¢do dos frutos da
planta. Para isso, 0,5 mL de solucdes etandlicas a 2% de 3-epi-brassinolideo
(brassinolideo) 10 pM; etileno 2 mM (ETHEFON®, principio ativo: acido 2-
cloroetilfosforico, 72% m/v); acido abscisico (ABA) 1 mM e agua destilada e etanol 2%
(solugdo controle) foram injetadas na parte inferior dos frutos com auxilio de uma
seringa. Imediatamente apds a aplicacdo dos fitormonios e decorridos os tempos 24 e 48

h as amostras foram coletadas em quintuplicatas e armazenadas a -80 °C para posterior

analise por RMN HR-MAS (Figura 15).
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Figura 15: Esquema de tratamento e amostragem do morango.
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3.2 RMN HR-MAS

Os espectros de RMN HR-MAS de 'H e experimento de correlagio 'H-'H foram
adquiridos a 283 K em um espectrometro Bruker AVANCE 400, operando a 9,4 Tesla,
observando o nicleo de 'H a 400,13 MHz, equipado com sonda HR-MAS de 4 mm,
com gradiente de campo na direcao do angulo magico. Para isso, fragmentos de 26,5 -
27,0 mg de morango foram extraidos com um coletor de amostras de tecidos e inseridos
no rotor (porta amostra). Em seguida foi adicionada, com auxilio de uma seringa, uma
solug¢do de D,0O contendo 0,1% de TMSP-d4 e tampao fosfato de pH 6,7, até completar
todo o volume do rotor. Posteriormente, a amostra foi homogeneizada dentro do proprio
rotor, utilizando-se a seringa. O rotor foi montado com espagador superior, parafuso e,
finalmente a turbina responsavel por gird-lo no angulo magico (54,74°). Nesta etapa,
trés diferentes procedimentos de preparo de amostra foram avaliados: retirada de
amostra da regido central com auxilio de punch (equipamento cirtrgico para retirada de
tecido); fruta triturada com auxilio de nitrogénio liquido, sem o apice e, fruta triturada
com N liquido sem &pice e casca. Foram testadas trés sequéncias de pulsos que para a
saturacdo dos sinais dos hidrogénios de 4gua, variando parametros especificos em cada
sequéncia, mantendo apenas numero de transientes 128; RG de 10.1 e TD de 64K
pontos. Sequéncia ZGPR; NOESYPRID, variando d1 de 1 a 4 s e d8 de 50, 100 e 150
ms; excitacao esculpida, variando p12 de 1 a 4 ms. Utilizando a sequéncia de pulsos
otimizada foram obtidos espectros com numero de transientes de 256, 512 ¢ 1K. Com
os parametros anteriormente otimizados foram obtidos espectros variando a velocidade
de giro de 3000 a 6000 Hz, com incremento de 500 Hz. Para elucidacdo foram
utilizados dados da literatura e adicdo de padrio (MERCK®™) para caracterizagio de

asparagina.

3.3 Analise Quimiométrica

Os espectros de RMN HR-MAS de 'H adquiridos das amostras de morango foram
submetidos a analise quimiométrica pelo método de analise por componentes principais
(PCA) com auxilio do programa computacional AMIX®, desenvolvido especialmente
para realizar analises multivariadas de dados de RMN. Desta forma, os espectros foram
divididos em pequenos intervalos (buckets) de 0,05 ppm cada entre a regidao 0,5 a 8,0
ppm, com exce¢do da regido entre 4,5 a 5,5 ppm relativa aos residuos de sinais da

saturacdo da agua. Em seguida, foi determinada a area de cada bucket pelo método
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utilizando de integragdo pela soma das intensidades absolutas e escalados em relagao a

intensidade total dos sinais.

3.4 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas utilizando-se toda a fruta, exceto o
apice. Para tais andlises, as amostras foram lavadas em agua corrente, trituradas em
processador de frutas doméstico (mixer Philipps/Walita, RI1366), e armazenadas em
potes de vidro, tampados com papel filme, sob refrigeracdo de 4°C até a realizagdao dos
experimentos.

Determinacio de indice de firmeza: A firmeza da polpa foi determinada em
triplicata para cada estadio de amadurecimento e tratamento com os fitormonios com o
auxilio de um penetrometro (modelo DD-200; marca INSTRUTHERM), com ponteira
de 6 mm, na regido equatorial da fruta. Os resultados médios das amostras foram
expressos em Newton (N).

Determinacdo do pH: O pH foi determinado em pHmetro (marca Quimis,
eletrodo de vidro com referéncia interna Ag/AgCl; calibrado com solu¢do tampao pH 4
e 7), realizando-se a leitura direta na polpa de morango logo apds seu processamento.

Determinacio de teor de solidos soliveis totais (% SST) ou °Brix: Para isso,
foram utilizados aproximadamente 0,3 g da polpa de morango sobre o prisma do
refratometro manual (marca Quimis; modelo Q767; faixa 0-32%; precisdo de 0,2 °Brix).
As leituras foram realizadas em triplicatas, a temperatura ambiente (21 — 23°C).

Determinacio do indice de acidez (g de acido citrico por 100 g de fruta): O
procedimento constituiu-se em adicionar 10 g de polpa de frutos de morango em 100
mL de dgua destilada, acrescentando-se trés gotas de fenolftaleina a 1% em etanol (pH
8,0 - 9,8). Posteriormente, a titulacdo foi realizada com a solugdo de NaOH 0,1 M,
(padronizada com o padrao primario ftalato adcido de potéssio) até o ponto de viragem
(incolor — vermelho).

Determinacio de teor de acucares totais (Método Fenol-Sulfurico): Para isso,
adicionou-se 10 g de polpa de frutos de morango em 100 mL de agua destilada que
foram armazenadas por 24 horas para a extra¢do dos agucares a 4 °C. Em tubos de
ensaio foram adicionados 0,5 mL da amostra diluida, 0,5 mL de solucado de fenol 5% ¢
2,5 mL de acido sulfarico concentrado, seguido de repouso por 10 min, em auséncia de

luz. As leituras foram realizadas em triplicatas com cubetas de quartzo no
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espectrofotometro Shimadzu 1650PC em 490 nm. Os resultados foram comparados com
uma curva de calibracao construida tendo como padrao a glicose.

Determinacido de teor de acido ascérbico: Essa medida foi realizada pelo
método de Tillmans, em que 10 g de polpa da fruta foi adicionada em 100 mL de
solucao de acido oxalico 0,4%. Desta solugdo, foram utilizados 2 mL diluidos com 25
mL de 4gua destilada que foi titulada com o reativo de Tillmans — DCFI (2,6-
diclorofenolindofenol). Esses resultados foram expressos em mg de acido ascorbico /
100 g de polpa de fruta (AOAC, 2002).

Determinacao de teor de fendlicos: O teor de compostos fenolicos foi
determinado através da leitura da absorbancia em 720 nm em um espectrofotometro
Shimadzu 1650PC de acordo com o método de Folin-Ciocalteau. Para isso, 10 g de
polpa foram adicionadas em 50 mL da solu¢do extratora (dlcool 70 %, agua destilada;
acido formico 3% nas proporgdes 80:20:1 v/v respectivamente). As amostras foram
armazenadas por 20 horas a -18 °C e centrifugadas por 60 s. Em um tubo de ensaio
foram adicionados 0,1 mL da amostra, 8,4 mL de 4gua destilada, 0,5 mL do reagente de
Folin-Ciocalteau e 1,0 mL de solugdo aquosa de carbonato de sodio 21%. Os tubos
foram agitados e deixados em repouso por uma 1 h e em seguida foram realizadas as
leituras em triplicatas com cubetas de quartzo no espectrofotdmetro Shimadzu 1650PC.
Os resultados sao expressos em mg de acido galico (GAE) / 100 g de polpa. Os
resultados foram comparados com uma curva de calibragdo construida tendo como
padrao o acido galico.

Determinacio de teor de antocianinas: O teor de antocianinas foi determinado
pelo método de diferencial de pH entre os comprimentos de onda 520 ¢ 700 nm
utilizando o espectrofotdometro Shimadzu 1650PC. Para isso, 10 g de polpa foram
adicionadas em 25 mL de solucdo extratora de etanol absoluto acidificado em HCI 1,5
M (85:15 v/v). As amostras foram armazenadas no escuro por 20 horas a temperatura
ambiente. Os extratos obtidos foram diluidos utilizando-se solu¢des tampao de cloreto
de potassio (pH 1,0) e acetato de sodio (pH 4,5) até apresentarem absorbancias entre 0,8
e 1,2 nos comprimentos de onda de 520 e 700 nm. Os resultados sdo expressos em mg
cianidina-3-glicosideo/ 100 g de polpa. Os resultados foram comparados com uma

curva de calibracdo construida tendo como padrao a cianidina-3-glicosideo.
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3.5. Testes estatisticos

Foram realizados testes t, a fim de comparar as médias dentro de cada tratamento. Foi
utilizado programa Assistat, versdo 7.7 beta, para analise de varidncia ANOVA, experimentos

em blocos com repetigdes e nivel de 5% de probabilidade.
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4 Resultados e Discussoes

4.1 Determinacdo dos parametros de aquisicdo dos espectros de RMN HR-

MAS de 'H

As amostras de frutas possuem naturalmente grande quantidade de 4gua,
resultando em um sinal muito intenso nos espectros de RMN HR-MAS de 'H, o qual se
sobrepde aos sinais menos intensos. Portanto, foi necessario o uso de uma sequéncia de

pulsos para suprimir o sinal da d4gua dos espectros.

Deste modo, foram avaliadas trés sequéncias de pulsos: ZGPR, NOESYPRID e
excitagdo esculpida no intuito de verificar qual seria mais eficiente na saturacdo dos
sinais da 4gua. Nestes ensaios foram mantidos constantes o RG (10.1), bem como
numero de promediagdes (128), janela espectral (20,054 ppm), massa de amostra (26,5 -
27,0 mg) e temperatura de 283 K. A manuten¢do da temperatura evitou a degradacao da
amostra, ¢ o uso de temperaturas menores poderiam congelar a mesma, visto que a
natureza da amostra contém grande quantidade de dgua, diminuindo a mobilidade das
moléculas ocasionando alargamento de sinais. Além disto, as amostras foram
preparadas a partir da mesma fruta e empacotadas imediatamente antes de cada
experimento para evitar a degradacdo da amostra dentro do rotor durante o tempo de

aquisicao.

A sequéncia de pulso ZGPR ¢ uma sequéncia com saturagao do sinal da dgua mais
simples utilizada neste trabalho, envolvendo apenas um pulso seletivo de baixa poténcia
na frequéncia de ressonadncia dos hidrogénios da agua durante o tempo de recuperagdo
(d1). Aplicagdo desta sequéncia foi muito eficiente na eliminagdo do sinal da agua e
resultou em apenas um sinal residual em 4,9 ppm (Figura 16). Neste experimento o dl
foi mantido constante (Is). Desta forma, foi possivel observar os sinais de menor
intensidade, principalmente na regido de acidos organicos e aminoacidos (1,00 a 3,00

ppm, Figura 16).
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Figura 16: Comparagio entre espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H adquiridos com e sem
saturacdo do sinal da 4dgua.

A sequéncia de pulsos NOESYPRI1D suprime o sinal da agua pela aplicacao de
um pulso seletivo de baixa poténcia na frequéncia de ressondncia dos hidrogénios da
agua durante o tempo de recuperacdo (d1), da mesma forma que a sequéncia ZGPR,
mas também pela aplicagdo adicional de um novo pulso seletivo de baixa poténcia
também durante o tempo de mistura (d8). Neste caso, foi necessario avaliar quais os
melhores tempos de mistura e recuperacao que resultariam na melhor supressao do sinal
da agua. Foram avaliados os tempos de mistura (d8) de 50, 100 e 150 ms e de
recuperagdo (d1) de 1 a 4 s. A combinagdo que resultou na melhor supressao do sinal da
agua foi tempo de mistura de 50 ms e d1 de 1s (Figura 17). Além disto, esta combinagao
¢ muito interessante, pois resulta em menor tempo de aquisicao, o que evita degradacao

da amostra e otimiza tempo de aquisigao.
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Figura 17: Espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H obtidos com a sequéncia NOESYPR1D
com diferentes combinagdes de tempo de recuperagao e mistura.
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Essa sequéncia tem sido amplamente empregada na literatura, principalmente para
aquisicdo de espectros de amostras bioldgicas, tais como tecidos vegetais, pois € mais
eficiente que a sequéncia ZGPR na satura¢do do sinal de hidrogénios da agua. Por
exemplo, ela foi utilizada por Ritota e colaboradores (2012) na aquisi¢do de espectros
de RMN HR-MAS de 'H para identificar diversos metabolitos da carne de bufalo. Foi
observada a perturbacdo dos sinais dos hidrogénios vizinhos a regido de saturacao
causados por esta sequéncia de pulsos, principalmente nas intensidades dos sinais em
4,63 e 5,20 ppm. Desta forma, sinais proximos a regido de satura¢do ndo poderiam ser
utilizados na andlise multivariada.

Além disso, Ritota ¢ colaboradores (2010) identificaram uma série de metabdlitos
na pimenta doce com a técnica de HR-MAS de 'H utilizando essa sequéncia. Por meio
da técnica de PLS-DA foi possivel diferenciar as amostras de acordo com regides de
plantio. No entanto, os autores utilizaram uma regido de exclusdo maior ao redor do
sinal da 4gua evitando assim, a utilizagdo de sinais afetados pela saturacdo dos
hidrogénios da agua.

Pérez e colaboradores (2011) identificaram metabolitos responsaveis pelo “flavor”
(interacdo entre substancias responsaveis pelo aroma e sabor) de tomates produzidos na
Espanha, através de espectros de RMN HR-MAS de 'H do puré de tomate, utilizando a
sequéncia de pulsos NOESYPRI1D. Com auxilio da analise de componentes principais
identificaram como marcador de maturagdo o acido y-aminobutirico (GABA) além dos
compostos frutose, glicose e 4acido citrico como responsaveis pela diferenciacdo de
variedades.

Tais estudos indicaram que a sequéncia NOESYPRI1D ¢ uma alternativa eficiente
na aquisicio de espectros RMN de 'H de amostras com alto contetido de 4gua. Porém,
alguns cuidados devem ser observados na interpretacdo dos sinais proximos a regido de
saturacdo, visto que, os sinais vizinhos também podem ser afetados.

Neste trabalho, verificou-se que a aplicacdo desta sequéncia de pulsos perturbou
os sinais vizinhos, principalmente do hidrogénio anomérico da B-glicose (4,63 ppm),
enquanto que utilizando a sequéncia ZGPR nao houve a perturbagdo dos sinais vizinhos

(Figura 18).
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Figura 18: Sobreposicio das ampliacdes dos espectros de RMN HR-MAS de 'H
obtidos com as sequéncias ZGPR e NOESYPRI1D.

Testes preliminares realizados a partir de 2013 ndo se observou a interferéncia nos
sinais adjacentes ao dos hidrogénios da 4gua. Ao observar a figura 19 o sinal residual
dos hidrogénios da agua ele aparece simétrico e ndo influenciou sinais de agucares
vizinhos a ele. No entanto o surgimento da perturbacdo dos hidrogénios vizinhos foi
constatado apds o inicio da andlise das amostras reais (Figura 19). Esta interferéncia
pode ser evitada com retirada a regido entre 4,4 — 5,1 ppm na analise de componentes
principais, ndo comprometendo tais resultados. Para caracterizacdo dos sinais da -

glicose foi utilizado sinal em 3,23 ppm (referente ao hidrogénio 2).

. S -

Figura 19: Espectros de RMN HR-MAS de 'H adquiridos antes e apds o problema de
saturacao do sinal.
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A sequéncia de excitacdo esculpida envolve aplicagdo de pulsos formatados para
saturacdo do sinal &gua. Dessa forma, foi avaliado o tempo de duracdo do pulso
formatado (p12) variando de 1 a 4 ms. A melhor saturagdo foi obtida com a aplicacdo de
um pulso formatado de 3 ms (Figura 20) porém, observou-se um sinal residual dos
hidrogénios da agua em 4,89 ppm. Portanto, a referida sequéncia de pulsos ndo ¢

eficiente para eliminar o sinal da 4gua na matriz avaliada.

P12=1ms L

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
P12=3 ms
T T T T T T T T T T
5.5 5.0 45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

e

T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 20: Espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos com a sequéncia de excitagio
esculpida.

Entre as trés sequéncias de pulsos avaliadas pdde-se observar que a sequéncia de

pulso ZGPR e NOESYPRID foram as mais eficientes na saturagdo do sinal da agua
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(Figura 21). Além disso, a sequéncia ZGPR ndo perturbou os sinais vizinhos logo, se

mostrou a mais adequada para aquisicio de RMN HR-MAS de 'H de morango.

Excitagcdo Esculpida

o

NOESYPRID

ZGPR

J_,MM_M

T T T T T T T T T T
55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 ppm

Figura 21: Espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H adquiridos com as sequéncias de pulso
otimizadas.

A partir de cada sequéncia otimizada foram adquiridos espectros de RMN HR-
MAS de 'H em triplicatas a fim de se observar a reprodutibilidade dos espectros.

Ando e colaboradores (2010) relataram que o TMSP pode ser adsorvido a
proteinas, que alarga o sinal e reduz sua intensidade. Seu grau de adsor¢do depende da
composi¢ao da macromolécula, o que justifica a variagdo na intensidade, tal variagao
também interfere na calibracdo dos sinais, que deve ser feito com outro sinal presente
nas amostras, e que nao sofra alteragdes de deslocamento quimico durante a aquisi¢do
dos espectros. Portanto, neste trabalho foi utilizado na comparagdo dos espectros, o
sinal em 3,23 ppm referente ao hidrogénio da B-glicose (del Campo, 2006).

Em cada triplicata (em todas as sequéncias foram reempacotadas) um dos

espectros ndo se sobrepds, independente da sequéncia utilizada (Figura 22).
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Replicata 1

2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 2.45 2.40 ppm
Replicata 2
T T T T T T T T T T T T T
2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 245 2.40 ppm
Replicata 3
T T T T T T T T T T T T T
2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 245 2.40 ppm

Figura 22: Sobreposi¢io de espectros de RMN HR-MAS de 'H ampliados obtidos com
a sequéncia ZGPR otimizada.

No entanto, comparando-se 0s espectros que ndo se sobrepuseram com oOS
espectros obtidos de todo morango exceto apice (como pode-se observar na Figura 22, e
sera discutido no proximo item com maior clareza), bem como, do espectro apenas da
semente, pdde-se concluir que os sinais ndo sobreponiveis eram dos compostos

presentes nas sementes.

4.2 Preparo de amostra

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios dos espectros de RMN HR-MAS de
'H das amostras de frutas sdo bastante dependentes das mudancas de pH (del Campo et
al., 2006), mesmo se tratando da mesma espécie, cultivar e area da cultivo, causando
assim alteracdes no deslocamento quimico dos hidrogénios de alguns compostos,
principalmente de acidos organicos.

Nos espectros de RMN HR-MAS de 'H dos testes iniciais, adquiridos sem a
adicdo de tampao, foram observados desvios nos deslocamentos quimicos

principalmente na regido de 2,57 — 2,98 ppm, caracteristica de acidos citrico e malico,
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fato devido a alteragcdes do pH. Para evitar alteragdes nos deslocamentos quimicos, uma
solucao de tampao fosfato de pH 6,7 (Iglesias ef al., 2014; Ritota et al., 2012; Pérez et.
al., 2011; Pérez et. al., 2010), foi preparada em agua deuterada, sendo refeito os testes ja
realizados, desta maneira todos os resultados finais da otimizag¢do dos parametros foram
obtidos através de espectros obtidos com a utilizagdo do tampao. A adi¢cao do tampao
fosfato acrescentou um sinal em 2,21 ppm no espectro (Figura 23). Apesar disso, sua
adicdo diminui as alteracdes nos deslocamentos quimicos devido as variacdes de pH

durante a aquisi¢ao dos espectros.

Tampao fosfato pH = 6,7

1

Amostra com tampao

Nl - LJMMJLJ

T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 L5 1.0 0.5 0.0 ppm

Figura 23: Espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos somente da solugio tampio
fosfato e da amostra com tampao.

Além disso, foram avaliados trés diferentes procedimentos de amostragem. O
primeiro teste consistiu em retirar uma pequena porc¢ao da regido central do morango
(Vermathen et al., 2011) a fim de evitar problemas com homogeneidade da amostra. O
morango foi cortado ao meio ainda congelado, retirando uma amostra da regido central
da polpa, utilizando um punch (trata-se de instrumento cirtirgico utilizado para retirada

de amostra de tecido para biopsia) e inserido no rotor (Figura 24).



63

Figura 24: Esquema de retirada de amostra com punch.

Com a variacdo da posicdo de retirada de amostra, houve diferencas na
composicdo quimica da fruta, principalmente na regido de 2,00 a 3,00 ppm que
apresenta sinais de alguns aminoacidos como glutamina e asparagina, e acidos malico e
citrico. Tal observagdo se deve a distribuicdo ndo homogénea dos compostos na fruta

(Figura 25).

Regido vermelha (externa)

Regido rosada

Regido branca

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 ppm

Figura 25: Expansdo dos espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos de amostras
retiradas de diferentes partes da fruta.

Dessa forma, no intuito de garantir maior representatividade da fruta, o morango
inteiro, exceto o apice, foi triturado com auxilio de nitrogénio liquido até a formacao de
uma mistura homogénea. Com este procedimento foi observado a nao reprodutibilidade

de um dos espectros, dentro da quintuplicata, o qual apresentou sinais alargados na
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regido de 0,8 a 3,0 ppm (Figura 26). A presenga destes sinais alargados se deve a
presenca de sementes em algumas das amostras. Isto foi confirmado obtendo espectros

de RMN HR-MAS de 'H de amostra com adi¢io de sementes (Figura 26).

Semente

Fruta inteira com

adi¢ao de semente

Fruta inteira sem
adi¢ao de semente

o WN W

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0 09 ppm

Figura 26: Ampliacdes dos espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H obtidos no teste com
pool de amostra com e sem adi¢do de semente.

Portanto, foi retirada a camada externa do morango descascando-o para
eliminagdo das sementes, ¢ em seguida, ele foi triturado com nitrogénio liquido
formando uma mistura homogénea. Dessa forma, foi observada boa reprodutibilidade
dos espectros. Logo, esta metodologia foi empregada para a obtengdo dos espectros de

RMN HR-MAS de 'H de morango.

4.3 Determinacio do numero de promediacoes

Uma vez tendo sido otimizadas as sequéncias de pulsos e preparo da amostra, foi
entdo avaliado o nimero de promediagdes necessarias para uma boa relagdo sinal/ruido,
principalmente dos sinais referentes aos possiveis compostos minoritarios. Assim, os
espectros de RMN HR-MAS de 'H foram adquiridos com 256, 512 e 1024

promediagoes.
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Os espectros obtidos com 256 e 512 promediagdes apresentaram relagdo
sinal/ruido similares (Tabela 2). Por outro lado, aqueles adquiridos com 1024
promediagdes apresentaram melhor relacdo sinal/ruido, permitindo observar os sinais de
metabolitos minoritarios (Figura 27). Por exemplo, os sinais em 1,02; 1,91 e 2,31 ppm
apresentaram melhor relagdo sinal/ruido, justificando assim, o uso de numero de

promediagdes de 1024, apesar do maior tempo de aquisi¢ao (Tabela 2).

Tabela 2: Tempo de aquisi¢do e relagdo sinal/ruido em relagdo ao aumento do niimero
de promediagdes.

Numero de Relacio sinal/ruido Tempo de aquisicio
promediacdes (Média)
256 131,12 21 min 51's
512 169,47 43 min42 s

1024 317,48 1 h27 min25s
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MW o
512
M
3‘.3 312 311 310 219 218 217 216 215 214 213 212 211 210 119 118 117 116 115 114 113 l‘.Z lil 110 pp‘m

Figura 27: Sobreposicio das ampliagdes dos espectros de RMN HR-MAS de 'H
obtidos com diferentes numeros de promediagdes.

4.4 Avaliacao do tamanho de rotor

Devido a existéncia de dois tamanhos de rotores, com capacidade de 12 e 50 pL
(Figura 28) foi avaliado qual apresentaria melhor relacdo sinal/ruido atrelada a
resolucdo espectral (Figura 29). Para isso, os espectros foram adquiridos em condig¢des

idénticas com a sequéncia ZGPR, com 128 promediagdes, em triplicatas.
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Figura 28: Ilustracdo dos volumes dos rotores.
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O rotor de 12 pL comporta uma menor quantidade de amostra, porém tem como

diferencial o formato esférico que possibilita maior homogeneidade da amostra o que

teoricamente proporciona maior resolucao espectral. Por outro lado, devido a pequena

quantidade de amostra também ha, menor relagcdo sinal/ruido e, consequentemente ¢

necessario maior acumulo de promediagoes.

50 uL

12 uL

T T T T T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

T 1
0.0 ppm

Figura 29: Comparacio entre espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H obtidos com rotores

de diferentes capacidades de amostra.



68

Entretanto, o rotor de 50 puL que teoricamente perderia resolucdo por dispor a
amostra em formato cilindrico, apresenta maior relacdo sinal/ruido devido a maior
capacidade. Os espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H obtidos com ambos os tamanhos de
rotores apresentaram resolugao espectral bastante semelhante (Figura 29) e relagao sinal
ruido maior para o rotor de 50 puL em relacdo ao de 12 pL (231,17 e 187,45,
respectivamente). Portanto, foi utilizado o rotor de 50 pL por apresentar maior
capacidade e, com isso, necessita um menor numero de promediagdes para aquisicao

dos espectros da matriz em estudo.

4.5 Avaliacao de estabilidade da amostra

O tempo de exposicdo da amostra ao ambiente pode causar a sua degradacio
devido a agdo de enzimas liberadas durante o preparo da amostra, podendo ocorrer
alteragdes na sua composicao quimica.

Sendo assim, com o objetivo de observar possiveis mudangas causadas pela
degradagdo de compostos durante o tempo de aquisi¢do foram adquiridos sucessivos
(totalizando 14 espectros) espectros de RMN HR-MAS de 'H a 283 K com 256
promediagdes que resultaram em tempo de aquisi¢do de 22 min cada. Este ensaio
revelou a degradagdo sucessiva principalmente da sacarose (Figura 30), demostrando

que o tempo de aquisi¢ao deve ser o menor possivel.

e

S

I I
5.40 525 [ppm]

Figura 30: Sobreposicdo dos sinais de a- glicose (5,23 ppm), sacarose (5,40 ppm).

O sinal referente ao hidrogénio da sacarose em 5,40 ppm apresentou leve

diminui¢cdo da intensidade durante o tempo de aquisicao, isto se deve a hidrolise da
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sacarose em glicose e frutose (Figura 30), que pode ser evidenciado pela diminui¢dao da

intensidade do sinal em 5,40 ppm (Figura 31).

1) 3
)
6) 8) 1) 21m 51s
10
) 3 3) 64m 53s
6) 129m 6s
8) 172m 8s
10) 215m 10s
‘ 13) 280m 3s
== ‘.—_——.-=------——"‘4 ;- A

Figura 31: Sobreposicao dos sinais do hidrogénio da sacarose em 5,40 ppm obtidos em
sequéncia.

Quando observadas as intensidades dos sinais dos hidrogénios da a- glicose (5,23
ppm, anomérico) ¢ da B-glicose (3,23 ppm), nota-se o aumento da concentragdo de
ambos os agucares. O mesmo pode-se observar no sinal de frutose (3,73 ppm). Tais
evidéncias comprovam a hidrolise da sacarose durante o tempo de aquisi¢ao dos
espectros.

No intuito de avaliar as mudangas ocorridas na composi¢do quimica do morango
durante o descongelamento e exposi¢cdo ao ambiente, foi adquirido espectros com as
amostras recém-descongeladas e a cada 2h. Foi observado que a intensidade do sinal de
sacarose (5,40 ppm) diminui com o decorrer do tempo (Figura 32). Portanto, a amostra
deve ser descongelada e imediatamente inserida no rotor para aquisi¢do dos espectros de

RMN HR-MAS de 'H.
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8h

6h

4h

Figura 32: Comparagdo dos sinais dos hidrogénios em 5,40 ppm (sacarose) e¢ 5,23 ppm
(a-glicose) obtidos durante os testes de degradagdo a temperatura ambiente.

Como as amostras de morango se mostraram bastantes suscetiveis ao processo de
degradacdo, foi avaliada a influéncia de sucessivos descongelamentos causados pelo
desligamento involuntario do freezer. Os espectros de RMN HR-MAS de 'H
apresentaram pequenas variacdes de deslocamento quimico. O estresse causado pelo
descongelamento provocou o aumento da concentracdo dos acidos citrico e malico e da

asparagina que pode ser observado na regido entre 2,26 — 3,03 ppm (Figura 33).
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T T T T T T T T T T T T T T T
3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 2.45 2.40 2.35 2.30 ppm

Figura 33: Sobreposi¢cdo das expansdes da regido de acidos organicos e aminoacidos.

4.6 Avaliacao de velocidade de giro

A alta frequéncia de rotagdo da amostra no angulo magico (54,74°) diminui o
alargamento dos sinais devido ao deslocamento quimico anisotropico, acoplamento
dipolar e diferencas na susceptibilidade magnética da amostra. Porém, a frequéncia de
rotagdo (velocidade de giro) deve ultrapassar o acoplamento dipolar. Neste proposito
foram testadas as velocidades de giro de 3000 a 6000 Hz com aumento gradual de 500
Hz. Entretanto, foi observado que a frequéncia de rotagdo gera bandas laterais com
deslocamento quimico igual a frequéncia de giro utilizada (Figura 34). Assim, a

velocidade de giro deve ser maior que a frequéncia da regido espectral de interesse.
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4000 Hz 3500Hz 3000 H=z

Figura 34: Sobreposi¢do dos espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H mostrando as bandas
laterais geradas pela velocidade de giro.

Com a frequéncia de rotacao de 3000 Hz aparece um conjunto de sinais em 11,26
ppm que vai se deslocando para regides mais altas com o aumento da frequéncia de
rotagdo, ficando fora da janela espectral com frequéncia de rotagdo acima de 4500 Hz.
Porém, os sinais de bandas laterais gerados com frequéncia de rotacdo estudados nao
interferiram na regido de sinais de interesse (0,5 a 9,0 ppm). Assim, considerando que a
frequéncia de rotacdo auxilia na melhora de resolucdo, pois, elimina sinais de

acoplamento dipolar, foi determinada a frequéncia de rotagdo de 5000 Hz.

4.7 Identificacdo de compostos do morango

A identificagdo dos compostos presentes no morango foi realizada através da
comparacao dos dados espectrais obtidos com aqueles descritos na literatura e adi¢ao de
padrdo. Visto que a proporgao das substancias pode variar de fruto para fruto, verificou-
se que alguns compostos nido puderam ser identificados em todas as amostras
analisadas. Portanto, em frutos com quantidade muito pequena de uma determinada

substancia, a técnica de RMN HR-MAS de 'H pode ndo ser eficiente para sua



73

identificacdo. A partir do conjunto de espectros foram identificados uma série de

compostos (Tabela 3, Figura 35 e 36). Os sinais provenientes da asparagina foram

caracterizados através da adi¢do de padrio (MERCK®).

Tabela 3: Compostos identificados das amostras de morango através de espectros de

RMN HR-MAS de 'H.

o (ppm)

Numero Substancia 7/ Hz Atribuicao
L-Isoleucina
0,93 ¢
, OH é (7.4) 0-CHjs
O%ﬁ’/’-‘\/
1,01 d
HoN (7.0) B-CH;
L-Valina 0,98 d CHs
OH  CH, (7,0)
NG
2 OAH\C% 1(,;)3(») )d CHa
NH, ’
3,64 d
(1.2) o-CH
L-Treonina
P oH 132d
3 : i
OM CH, (6,6)
H,N
L-Alanina 147 d
OH AT CHs
4 CH, (793)
07
NH, 3,80 CH
L-Glutamina 213 m B-CH
OH NH, ’ :
5
O/ WO 2,45 'Y-CHz
HN 3,79 o-CHa
, 2.4
Acido malico ( 5’ 40_ gaé) B'-CH»
OH OH b 2 b
6 _ o 2,69 dd
= EANGA 2 -
OH
4,31 o-CH
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2,93 dd B’-CH
7 L-Asparagina (16,9;7.6)
oH
2.96 dd
NH 5 B
AN (169;44)  PCH
NHZ O
Acido citrico
OH O 2.56d
’ o, y-CH
o \ o (15,3) ¥
8
o}
"o / 2,68d o -CH
(15.3) v
OH
5,22d
(3.8) Hl
a-D-glicose
y  HO 3,57 H2
HO 0
9 i 3,73 H3 e H6
HO HO H
H OH
3,44 H4
3,88 H6’
4,63d
B-D-glicose (7,9) Hl
- OH ’
3,23 dd
10 9.1;7.9) 2
3,52 H3
3,42 H4
Sacarose 5,404
o (3.9) HI
HO 0
H
11 HO HO H
b OH
0 OH
u HO 4,23

H3
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Frutose
12 HO 4,10d
o OH (3,8) 3H
H HO
H
OH
OH H
L-Tirosina
o 6,89 d H3 ¢ H5
13 o (8,5)
NH,
oH 7,19 H2 e H6
Triptofano 7.55d -
(7,9)
14
7,72 H4
Acido fumarico*
HO
15 /\/_\_/OH 6,53
O \ A\N

0)

*Presente no fruto verde. d= dupleto; dd= duplo dupleto; t= tripleto; m= multipleto.
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1.55 1.50 1.45 1.40 1.35 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 ppm

T T T T T T T T T
2.55 2.50 2.45 2.40 2.35 2.30 225 2.20 2.15 2.10 2.05 ppm

10
7
T T T T T T T T T T T 1
3.25 3.20 3.15 3.10 3.05 3.00 2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 ppm

12
~a
10
Vel ? J
11 “\
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54‘5 5ﬁ4 54‘3 5ﬁ2 5.‘1 SﬁO 4ﬁ9 418 4ﬁ7 416 415 414 413 4i2 4ﬂ1 ppm

Figura 35: Expansio dos espectros de RMN HR-MAS de 'H de duas amostras de
morango com atribui¢des de acordo com a numeragao da Tabela 3.
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N

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 ppm

T T T T T T T T T T T T T
2.95 2.90 2.85 2.80 2.75 2.70 2.65 2.60 2.55 2.50 2.45 2.40 2.35 ppm

Figura 36: Expansio dos espectros de RMN HR-MAS de 'H de duas amostras de
morango com atribui¢des de acordo com a numeragdo da Tabela 3.

Esses compostos foram identificados em frutos como tomate por Pérez e
colaboradores (2011) através da técnica de RMN HR-MAS de 'H, sendo doze deles em

comum com 0 morango, exceto sacarose e acido fumarico.

A avaliacao de quatro estadios de maturacao da uva e apos sua colheita por Ali e
colaboradores (2011), utilizando RMN em solucdo identificaram 35 compostos, dentre
os quais: valina, alanina, treonina, a e B-glicose, sacarose, acidos citrico, malico e

fumarico que também estdo presentes no morango.

A investigacdo da composi¢do quimica da maga pela técnica de RMN HR-MAS
permitiu identificar 30 compostos. Destes, oito estdo presentes também no morango:
isoleucina, valina, treonina, alanina, dcido malico, a e B-glicose e sacarose (Vermathen

etal.,2011).

Nesses trabalhos foram identificados compostos caracteristicos de frutos
climatéricos (tomate e macd) e ndo-climatéricos (uva) pode-se verificar que ndo existe

diferencas significantes, visto que os compostos caracterizados sdo comuns em ambos
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os tipos de frutas, necessitando de uma técnica mais sensivel, ou fazer extracdo de

compostos para suas caracterizagoes.

4.8 Caracterizacao Fisico — Quimica do Morango
As andlises fisico-quimicas apresentaram o perfil quimico das frutas, além de

sugerir como ocorre a variagdo da composicdo quimica durante os processos de
desenvolvimento e maturagdo. Foram realizados teste estatisticos ANOVA e posterior

teste t para estudo comparativo entre as médias, com confianga de 95%.

Segundo Antunes e colaboradores (2006) o morangueiro passa por 9 estadios
fenologicos durante a floragdo, frutificacdo e maturagdo dos frutos. Destes estadios, os
principais envolvidos no desenvolvimento e maturacdo do morango levam cerca de 11
dias (estadio 6 a 9). O estadio 6, envolve o aumento de tamanho do fruto (fruto verde a
branco) leva cerca de 2,2 dias; estddio 7, em que existe a percep¢ao das sementes no
fruto (branco) leva em torno de 3,4 dias; estddio 8, marcado pelo inicio da maturagdo
(rosa), leva 2,2 dias e estadio 9 com frutos de 75 a 100% vermelhos (rosa a vermelho),

leva cerca de 3,2 dias.

Observando tal fato pode-se concluir que com o tempo de tratamento de 48h entre
alguns estadios possivelmente ndo seria observado diferengas na composi¢ao quimica
dos frutos, devido ao rapido metabolismo no periodo de maturagdo (principalmente rosa

e vermelho).

4.8.1 Tratamentos Hormonais vs Controle

indice de Acidez e pH

Em geral os morangos tratados com os fitormonios, apresentaram um decréscimo
da acidez durante a maturagdo (Figura 37 e 38). Porém, a mesma tendéncia foi
observada para as amostras do grupo controle. Dessa forma, ndo podemos atribuir esses
efeitos a aplicacao dos fitormonios.

Observando todas as amostras tratadas, elas possuem comportamento muito
parecido durante a maturacao e tempo de tratamento, apenas na amostra de fruto branco
do grupo de controle houve um aumento com tempo de tratamento (alto desvio padrao).

Esse decréscimo ¢ esperado durante a maturagdo, ja que estes compostos sao
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consumidos no ciclo de Krebs, e ainda servem de substrato para sintese de aminodcidos
aromaticos, antocianinas e ligninas. Estatisticamente os valores médios do indice de
acidez das amostras controle sdo diferentes entre os tempos, bem como entre os estadios
de maturagao.

Os tratamentos dos morangos com ABA apresentaram discrepancias no indice de
acidez nos estddios de maturagdo rosa e vermelho 24 h, ap6s aplicacdo do fitormonio
(Figura 37). Comparando resultados médios de amostras tratadas e do grupo controle, o
grupo controle apresentou comportamento diferenciado, principalmente nos estadios
branco e ainda possuem valores de desvio padrdo maiores em relacdo ao grupo de
amostras tratadas, indicando maior linearidade dos dados para as amostras tratadas.

Entretanto tal comportamento ndo pode ser atribuido ao tratamento hormonal.

Controle

BETempo Oh
i BTempo 24h
= = = =B BETempo 48h

Verde Branco Rosa  Vermelho
Estadios de maturagao

% acido citrico
o D D e
th -1 O =

Etileno
1.3
3
£ 1.1
§ 0.9 BETempo Oh
P e B g o
X 05 @ Tempo 48h

Verde Branco Rosa  Vermelho
Estadios de maturagao

Figura 37: Indice de acidez do morango tratados com etileno e amostras controle.
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Figura 38: Indice de acidez do morango tratados com acido abscisico e brassinolideo.

Avaliando-se os dados de pH dos morangos foi possivel verificar um aumento
com o decorrer da maturacdo para as amostras tratadas com fitormonios, enquanto
aquelas do grupo controle. Também foi observado o aumento consecutivo do pH, 24 e
48 h, apds cada tratamento. No entanto, o0 mesmo comportamento foi observado para as
amostras do grupo controle (Figura 39). Estes resultados comprovam que os fitormdnios

ndo influenciam no pH das frutas.

Analisando-se os graficos de pH, pode-se notar que ndo ha alteracdo significativa
do pH entre os estddios de maturag¢do verde e branco (exceto para amostras tratadas com
etileno que apresenta diferencas de pH j& nos estadios verde e branco). Por outro lado,
apos o estadio branco até o vermelho ocorre uma elevagao do pH, da mesma forma que
diminui o indice de acidez dos frutos (Figura 39). Esse comportamento confirma dados
de indice de acidez, visto que ocorre uma diminui¢do de acidos organicos devido ao

ciclo de Krebs.
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Figura 39: Variacao do pH das amostras de morango tratados com fitormonios e
controle.

81



82

Teor de Acgucares Totais

Analisando-se as amostras do grupo controle, nota-se um aumento progressivo no
teor de acucares totais. Por outro lado, isso ndo ocorre nas amostras tratadas com
fitormonios, em que ndo houve tendéncias, nem aumento ou diminui¢do dos teores de
acucares em funcdo dos tratamentos, quando comparados com as amostras do grupo
controle. Pode-se concluir que a aplicagdo dos fitormdnios peturbou a produgdo de

acucares, uma vez que nao foi observado nenhum aumento gradual (Figura 40 e 41).

O aumento do teor de acucares totais nas amostras do grupo controle pode ser
explicado pela hidrélise de polissacarideos de reserva, que sdo hidrolisados no processo
de liberagdo energética. Desta forma, estes fitormonios perturbam os processos de

biossintese destes compostos.

A sacarose ¢ um dos principais agucares no fruto, sendo hidrolisado em frutose e
glicose. Estes sdo os principais agucares presentes nas frutas, e principais fontes

energéticas nos processos de desenvolvimento e maturacgao.
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Figura 40: Teor de aglcares totais das amostras tratados com fitormdnios e controle.
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Figura 41: Teor de agucares totais das amostras tratados com fitormonios e controle.

Teor de solidos solaveis

O teor de solidos soluveis nas amostras tratadas com os fitormonios etileno e
ABA apresentaram aumento durante a matura¢do, enquanto amostras tratadas com
brasinolideo e do grupo de controle observou-se um comportamento diferenciado nas
nos tempos de maturacdo. No grupo de amostras controle estadio branco ndo
acompanha o aumento de solidos soluveis, as amostras tratadas com brassinolideo se
diferenciou dos demais, apresentando um descrescimo (exceto amostras estadio branco).
Entretanto as médias dos frutos verdes e brancos, bem como, rosa e vermelhos sdo
estatisticamente iguais para todos os grupos. Tal fato se deve a maturagdo quando
ocoore o acumulo de compostos hidrosoluveis, principalmente, a partir do estagio

branco, e ndo se pode atribuir este comportamento ao tratamento hormonal (Figura 42).
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Figura 42: Teor de solidos soluveis das amostras com fitormonios e controle.
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Teor de antocianinas

Foi observado um aumento progressivo do teor de antocianinas durante a
maturacdo, tanto para as amostras do grupo controle quanto aquelas submetidas ao
tratamento com os fitormonios (Figura 43 e 44). Estes compostos comecam a ser
significativamente sintetizados a partir do morango no estddio de maturagdo branco,
bem como o aumento de aglcares (ja observado) aumenta a glicosidacdo destes
compostos, indicando assim, o inicio da maturag¢do dos frutos. Desta maneira, o estadio
verde, bem como tempo 0 h no estddio branco, ndo possuem tais compostos de forma
significativa. Quando comparado o comportamento das amostras tratadas e nao tratadas

observou-se que ndo houve alteracdes significativas nestes compostos por ocasido do

tratamento.

A justificativa de ter sido detectado antocianinas no estddio de maturagio
branco, apos 24 h se deve ao rédpido amadurecimento do morango. Nesse contexto, a
fruta pode amadurecer em intervalos menores que trés dias (Antunes, 2006). As
alteracdes na coloracdo durante o amadurecimento ocorre principalmente pela degragao

da clorofila e aumento gradual de compostos responsaveis pela coloragao.
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Figura 43: Teor de antocianinas das amostras do tratadas etileno e amostras controle.
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Figura 44: Teor de antocianinas das amostras do tratadas dacido abscisico e
brassinolideo.

Teor de compostos fenolicos

Os teores de compostos fendlicos das amostras tratadas com etileno e ABA foram
estatisticamente iguais para as amostras controle e brassinolideo. Enquanto amostras
tratadas com etileno ¢ ABA, as amostras dos estadios verde ¢ branco tem suas médias

estatisticamente diferentes (Figura 45).

Os teores de compostos fenolicos das amostras tratadas com etileno apresentaram
dois valores acentuados durante o tratamento, ambos para o tempo 48h no fruto verde e
branco, indicando uma possivel acdo mais acentuada nestes estadios, com 48h apds a
aplicagdo. No entanto, excluindo-se o tempo de 48 h observou-se, em geral, um

decréscimo no teor de compostos fenolicos (Figura 45).

Os compostos fendlicos tém como funcdo na planta, a protecdo contra estresse
bioldgicos e ambiental, sendo sintetizados como resposta a ataque de fungos, infecg¢des

bacterianas, alta exposicao a radiacdo ultravioleta, limitagdes nutricionais, entre outros

fatores.
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Indice de firmeza

A diminui¢ao da firmeza foi observada durante a maturacao. Para as amostras de
morango do grupo de controle as médias sdo estatisticamente diferentes nos estadios de
maturacdo e no decorrer dos tempos de tratamento (0, 24 e 48h). Os morangos avaliados
com 48 h para todos os tratamentos, apresentaram as maiores médias de indice de
firmeza, sem uma explicacao aparente, ja que foram realizadas em grupos, todos no

mesmo dia e equipamento (Figura 46 e 47).

Excluindo-se as amostras no tempo de 48 h, em geral, observou-se uma reducao
da firmeza do fruto, indicando que o tratamento realizado com os fitormonios ndo foi

efetivo.

Uma das principais alteracdes durante o amadurecimento ¢ a diminui¢do da
firmeza, decorrente da despolimerizagao da pectina da parede celular e acimulo de dgua

no tecido vegetal.
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Figura 46: indice de firmeza das amostras tratadas com etileno e amostras controle.
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Figura 47: indice de firmeza das amostras tratadas com fitorménios e controle.

Teor de acido ascorbico

Os teores de acido ascorbico de todos os grupos apresentaram aumento do teor de
acido ascorbico com o decorrer da maturagdo (Figura 48). No entanto, as amostras

tratadas apresentaram menores teores de 4cido ascorbico, demonstrando que os

fitormonios inibiram a produgao desse acido.
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De modo geral, observou-se que os fitormonios ndo interferiram de maneira

significativa nos parametros fisico-quimicos analisados.

4.9 Analise Multivariada

Os espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H foram submetidos a analise multivariada
pela andlise de componentes principais (PCA) a fim de detectar as semelhancas e as
distingdes entre os conjuntos de espectros das amostras submetidas a diferentes
tratamentos. As andlises multivariadas foram realizadas com auxilio do programa
computacional AMIX® da Bruker, o qual foi desenvolvido especificamente para
analisar dados de RMN.

Nestas analises os deslocamentos quimicos sao as variaveis € 0s espectros as
amostras. Desta forma cada ponto espectral corresponde a uma variavel, por exemplo,
um espectro adquirido com 64K pontos possui 65536 variaveis. Essa grande quantidade
de varidveis requer grande uso de memoria. Além disso, um sinal espectral ¢
representado por varios pontos (dezenas). Desta forma, ao invés de utilizar os pontos
espectrais, os espectros sdo segmentados em pequenos intervalos (buckets) os quais sdo
utilizados como varidveis de entrada nas analises quimiométricas.

Foram produzidos buckets retangulares com 0,05 ppm de largura, visto que os
sinais dos espectros ndo sdo alargados e sobrepostos (como citado no item 1.6),
diminuindo assim, o nimero de varidveis a serem processadas. Além disso, pequenas
variagcdes nos deslocamentos quimicos entre as amostras sdo minimizadas. Vale
ressaltar que os espectros devem ser referenciados em relagdo ao sinal do TMSP-d, ou a
um sinal presente em todas as amostras.

A érea dos buckets foi determinada utilizando-se um modo especial de integracdo
o qual independe da correcao de fase e da linha de base dos espectros. As areas obtidas
foram normalizadas em relagdo a soma das intensidades totais. Foi utilizada a regido
espectral de 0,5 — 8,0 ppm excluindo-se a regido entre 4,4 — 5,1 ppm por ser a regido de
saturacdo da dgua e ainda evita problemas relacionados a saturac¢do de sinais vizinhos.

Através dos graficos de scores fornecidos pela PCA foi possivel identificar
agrupamentos por semelhangas, bem como, amostras anomalas e por meio dos graficos

de influéncias (loadings) identificar os sinais responsaveis pelas discriminagdes.
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Em um primeiro ensaio, objetivando verificar se haveria diferengas entre os tipos
de tratamentos, foram analisados todos os espectros obtidos das amostras tratadas e nao
tratadas, abrangendo todos os tempos apds a aplicagao dos fitormonios. O tempo O h é o
mesmo para todos os conjuntos de amostras, portanto, os grupos ABS, BR
(brassinolideo) e ETH (Etileno) apresentam apenas os tempos 24 e 48 h.

Foi observado que PC1 possui maior variancia explicada de dados (62,41%),
entretanto, ndo apresenta agrupamentos (Figura 49), que quer dizer, que ndo apresenta
uma ordenacdo clara de grupos que representem uma caracteristica comum dos
espectros. Entretanto, as combinacdes de PC3 (variancia explicada de 6,23%) com os
demais PCs (PC2, variancia explicada de 21,53% e PC4, variancia explicada de 3,44%)
apresentam dois agrupamentos segundo PC3 positivo, o que indica uma pequena

variacdo nos componentes responsaveis pela diferenciacao dos grupos.
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Figura 49: Grafico de scores das combinacdes PC1 x PC2.

O gréfico de loadings indica uma tendéncia para compostos representados pelos
buckets na regiao de 3,32 ppm ainda sinais na regido de 2,67; 2,37; 2,62 e 2,52 ppm

(Figura 50). Tais sinais sdo caracteristicos de acucares, aminoacidos e acidos organicos.



93

PC2

— 3.32

B B7
025 _| b7

.2.62
] 2.52
L]

2.42
—1®

297

2.32
9®87

-0.150 -0.100 -0.050 o 0, 7 5 170.050 0.100 0.150
LIl ‘ I ‘ I ‘ [ | \OJOO.\3 L] \ L1 ‘ I e | ‘ I ‘ L1
PRy

w
[ 2]
&
oo | @ |

45072
h:2
o5

LN

3.87 e
342 @ 4.13

L ]
353797 3% B
e L4 _
3.77

L J

347 4.02 B

° |

. 025 _|
®
3.57

[ ]
3.72
°

Figura 50: Grafico de /loadings das combinacdes de PC1 x PC2.

A discrimina¢ao em dois grupos foi obtida analisando os graficos de scores de
PC3 x PC4 (Figura 51). Observando o conjunto de amostras agrupadas nao foi possivel
indicar uma ordem clara, nem ao menos todas as replicatas foram agrupadas. Desta
maneira apesar de apresentar dois grupos segundo PC3, estes ndo representam uma
logica segundo as caracteristicas das amostras. O grafico de loadings (Figura 51)
indicou que os buckets na regiao de 4,02 ppm (agticares); 4,13 ppm (frutose) e 5,22 ppm

(a-glicose) sdo caracteristicos no grupo de amostras em PC3 positivo.

Analisando as demais combinagdes de PCs, foi observado o mesmo
comportamento para os dois agrupamentos em PC3, sendo estes compostos
responsaveis pelo mesmo conjunto de amostras ja citado, € com os mesmos buckets
caracteristicos das amostras (Figuras 52 e 54). A Figura 53 apresenta a expansao na
regido de do agrupamento das amostras, ndo indicando ordem clara e que se repete para

as demais combinacdes de PCs.



rca  PC4 (3,44%) .
Legenda: 0075 —
-Preto: controle o MARRRY411 1
-Verde: brassinolideo ] JCM24BRV2_1_1
-Azul: ABA .
. 0.050 _|
-Vermelho: etileno SCM24ABSV3 1 1

SCM24CW4 11

( M4BBRW3 1

CMI4SAWRERRBBIM? 11 11

1 M48ABSW3 11

94

PC3

(0
-0.050 Y Pq]émhscm 1 1Cﬂ§%}1733 ;QIM
HH“HHH‘(‘H\‘/I% LGNS
°* oo
- CM48ABS\‘Z15M41§BRV4 11
)
WQ%BS!WJJ
PP 11
-0.050 _]
-0.075 _|
. PC3 (6,23%)
PC4
0.25
3.57
L ]
P2
o402
-0.25 oll 0.25 o 13
| \ | | | | _0.00 | | \ | | | 1522 |
3.27 S ®
® o222 ¢
03'423.22 0! 47
352 o337
3.47
L ]
7 4.22
— L J
025 _|
B 3.82
| L ]
3.67 n
° _
7 3.32
— L
2050 _|

PC3
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Figura 54: Graficos de scores das combinagdes de PC2 x PC3.

As amostras foram analisadas separadamente de acordo com os estadios de
maturacdo (verde, branco, rosa e vermelho; incluindo os tempos de 24 e 48 h).

Analisando-se somente as amostras do grupo controle foi observada a

discriminacdo em dois grupos (Figura 55). O grupo que se distinguiu foi formado por

quatro amostras no estadio branco ap6s 24 h do inicio da contagem do tempo.

O grafico de scores mostrou o agrupamento em PC3 (com variancia explicada de
1,77%, Figura 56). Analisando o grafico de loadings (Figura 57) observou-se que os
sinais referentes as regides de acucares (4,02 ppm), frutose (4,13 ppm) e a-glicose (5,22

ppm) foram os responsaveis pela diferenciacdo das amostras.

O mesmo agrupamento foi obtido nas combinacdes PC2 (6,39%) x PC3(1,77%),
enquanto que a combinacdo de PCI1(87,33%) x PC2(6,39%) ndo apresentou
agrupamento. Mesmo ocorrendo o agrupamento, ndo apresentou uma discriminagao

logica, visto que nao ¢ composto pela quintuplicata.
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Figura 56: Grafico de loadings dos espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos das
amostras controle, segundo o estadio de maturagdo (verde, branco, rosa e vermelho).
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Figura 57: Expansdo da regido de agrupamento da combinacao de PC1 x PC3.

Analisando-se as amostras tratadas com ABS foi observado dois agrupamentos
em PCl x PC3 (Figura 58). Entretanto, apenas as quintuplicatas das amostras de
morango branco com 24 h de tratamento agruparam-se segundo PC3 positivo, outro
agrupamento ocorreu segundo PC1 positivo, com as amostras no estddio verde do
tempo 48h. PC1 explica uma variancia de 65,09% e PC3 explica 8,63% de variancia dos
dados, sendo que esta diferenciacao pode ser observada no grafico de loadings, onde os
buckets referente aos sinais de actcares (4,02 ppm, agucar; 4,13 ppm, frutose e 5,22
ppm, a-glicose) sdo responsaveis pelo agrupamento das amostras do estddio branco,
enquanto amostras no estadio verde tem como responsavel um bucket na regido de 3,32
ppm (Figura 59). Quando comparada aos resultados das amostras de controle pdde-se
observar o mesmo agrupamento das amostras de morango branco apos 24 h em PC3
principalmente e com sinais de aglcares como responsaveis pela diferenciagdo, e
diferente das amostras controle o grupo de amostras no estadio verde se diferenciou

com sinal na regido de 3,32 ppm.
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Legenda:
-Vermelho: estadio branco;
-Verde: estadio verde;
-Preto: estadio rosa;

-Azul: estadio vermelho.
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Figura 58: Grafico de scores dos espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos das
amostras tratadas com acido abscisico (ABA), segundo os estadios de maturacao.
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Figura 59: Grafico de loadings dos espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos das
amostras tratadas com acido abscisico (ABA), segundo os estadios de maturacao.
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Analisando-se as amostras tratadas com etileno foi observada a discriminagdo em
dois grupos em PC1 (Figura 60). Neste caso o melhor agrupamento ocorreu na
combinagdo de PC1 x PC2, sendo que PC1 explica 60,12%; PC2 19,92%; PC3 7,94% e
PC4 explica 4,72% da variancia dos dados. O primeiro agrupamento abrangeu um
grande grupo de amostras, que nao diferencia estadios de maturacao (Figura 61). O
segundo agrupamento abrangeu duas amostras no estadio verde, apdés 24 h de
tratamento e as quintuplicatas de amostras de morango vermelho apés 24 e 48 h de
tratamento. Desta forma, ndo se pode observar uma tendéncia, o que indica que apenas
possuem caracteristicas semelhantes, porém ndo representam o grupo de amostras.
Analisando-se o grafico de loadings (Figura 62), observou-se que novamente 0s

mesmos sinais de agucares foram responsaveis pela discriminagdo das amostras.
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Figura 60: Grafico de scores dos espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos das
amostras tratadas com etileno (ETH), segundo o estadio de maturacao.
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Figura 61: Expansdo da regido de agrupamento (PC1 positivo) das amostras tratadas
com etileno.
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Figura 62: Grafico de loadings dos espectros de RMN HR-MAS de 'H obtidos das
amostras tratadas com etileno (ETH), segundo o estddio de maturagao.

Comparando com os agrupamentos das amostras controle, amostras de etileno
apresentaram os mesmos buckets responsaveis pelo agrupamento (amostras controle
com agrupamentos segundo PC3, amostras tratadas com etileno agrupadas segundo
PC1). Enquanto as amostras do grupo controle que foram agrupadas sdao do estadio
branco, as amostras tratadas agrupadas foram principalmente no estadio vermelho.

Porém, tal comportamento ndo pode ser atribuido ao tratamento, visto que amostras de
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morango verde também foram agrupadas com morango vermelho, indicando assim que

ndo had um comportamento caracteristico.

Analisando as amostras tratadas com brassinolideo, o grafico de scores (Figura
63) apresentou trés agrupamentos, entretanto, nao apresentou uma tendéncia logica nas
amostras. Os agrupamentos ocorreram principalmente em PC1 x PC2, sendo que PC1
explica 68,07% da variancia dos dados; PC2 explica 14,13%; PC3 8,94% e PC4 2,52%
da variancia dos dados. O primeiro grupo, formado em PC1 positivo abrangeu as

quintuplicatas das amostras de morango verde apds 24 e 48 h de tratamento.

O segundo agrupamento em PC2 positivo apresentou as quintuplicatas das
amostras de morango rosa apos 24 e 48 h de tratamento; as quintuplicatas das amostras
de morango vermelho e ainda uma amostra de morango verde. No terceiro agrupamento
ficaram reunidas as amostras de morango branco com 24 ¢ 48 h de tratamento e

amostras de morango vermelho com 48 h de tratamento (Figura 64).

PC2 (14,13%)
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branco;

-Verde: estadio verde;
-Preto: estadio rosa;
-Azul: estadio vermelho.
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Figura 63: Grafico de scores dos buckets obtidos dos espectros de RMN HR-MAS de
'"H obtidos das amostras tratadas com brassinolideo (BR), segundo o estadio de
maturagao.

Novamente nao foi observada uma tendéncia logica como, por exemplo, ndo foi

observada a discriminagao dos diferentes estadios de maturacao da fruta.
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A analise do grafico de loadings revelou que o grupo localizado em PC1 positivo
(Figura 65) foi discriminado pelos sinais na regiao de 1,47 a 3,33 ppm, referentes a
aminoacidos e acidos organicos. Ja, o grupo em PC2 positivo apresentou buckets na
regido de sinais de acucares entre 3,22 a 3,67 ppm. E o terceiro grupo foi discriminado
pelos sinais de actcares em 5,22 ppm da a-glicose, 4,02 ppm de agucares e 4,13 ppm de

frutose.

CM24BRV4 1 1 oS YERBRNRV211 1
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@ e CMA48BRVS |11
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Figura 64: Expansdes das regides de agrupamento das amostras tratadas com
brassinolideo.
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Figura 65: Grafico de scores e loadings dos espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H obtidos
das amostras tratadas com brassinolideo (BR), segundo o estadio de maturacao (verde,
branco, rosa e vermelho).

Quando analisadas as amostras em relagdo ao tempo de tratamento (0, 24 ¢ 48 h),
controle e tratamentos nao apresentaram agrupamentos no grafico de scores (Figura 67
a 76). Ao observar os graficos as expansdes (Figuras 68; 70-74 e 76) pode-se identificar
pequenos grupos, que ndo estdo ordenados segundo o tempo de tratamento, o que
significa que ndo ocorreu diferenciagdo clara no decorrer do tratamento, ou que fosse

possivel a detecgao pela técnica de HR-MAS.
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Figura 66: Grafico de scores de amostras do grupo de controle, indicando tempos de

tratamento Oh (preto); 24h (azul) e 48h (verde).
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Figura 67: Ampliagdo do grafico de scores das amostras controle na regido de PClI
positivo.
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Figura 68: Grafico de scores de amostras do grupo tratado com etileno, indicando
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Figura 69: Ampliacdo do grafico de scores das amostras tratadas com etileno na regido
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Figura 71: Grafico de scores de amostras do grupo tratado com &cido abscisico,

indicando tempos de tratamento 24h (preto) e 48h (azul).
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Figura 72: Amplia¢do do grafico de scores das amostras tratadas com éacido abscisico

na regido de PC1.
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5 Conclusao

Através da otimizag¢do dos parametros de aquisicao foi obtida a melhor combinagao
para as amostras de morango, sendo esta: sequéncia de pulsos ZGPR; numero de
promediagdes de 1024; velocidade de giro de 5000 Hz; temperatura de 283 K; RG de
10,1; rotor de 50 puL e utilizado tampao de fosfato com pH 6,7. Esta combinagdo de
parametros se mostrou eficiente para a saturagdo, resolucdo e intensidade de sinais
minoritarios. Durante tempo de aquisicdo foram observadas alteragdes degradativas de
acucares principalmente devido a exposicao de compostos a enzimas e oxigénio, desta
maneira as amostras foram trituradas sem a casca, preparadas e em seguida adquiridos

os espectros de RMN HR-MAS de 'H.

Apo6s a otimizagdo de parametros de aquisi¢ao; preparo de amostras e estudo de
estabilidade foram obtidos espectros de RMN HR-MAS de 'H qualitativos e
quantitativos. Nestes espectros foram identificados 14 compostos comumente
encontrados em frutas (isoleucina, valina, treonina, alanina, glutamina, 4cido malico,

citrico e fumarico, asparagina, a e B-glicose, sacarose, frutose, tirosina e triptofano).

Através das andlises fisico-quimicas foram observados comportamento semelhante
para amostras tratadas e controle. Portanto ndo foi possivel atribuir nenhuma variagao
ao tratamento aplicado a amostra. Na andlise de componentes principais foram
avaliados todos os tratamentos na tentativa de observar diferencas entre os conjuntos de
amostras, entretanto apenas as combinagdes com PC3 apresentaram pequenos
agrupamentos, devido principalmente a buckets na regido de acucares, fato que também
foi observado durante os testes de preparo de amostra, no qual observou-se degradagao
de agucares durante tempo de aquisigdo. O mesmo fato foi identificado nas
combinagdes entre estddios e em relagdo ao tempo de tratamentos. Desta maneira nio

foi possivel atribuir variagcdes de comportamento ao tratamento aplicado a amostra.
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