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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi utilizar a potencialidade da espectroscopia no
infravermelho préoximo (NIRS) como um método répido e ndo destrutivo para
determinacdo simultanea de antocianinas (AT) e compostos fendlicos totais (CFT) em
jambos intactos. Amostras de jambo com teor de AT variando 9,07 a 218,7 mg L™ e CFT
totais entre 31,6 a 229,02 foram adquiridas na regido metropolitana de Natal-Brasil, e
foram coletados espectros NIR no intervalo de 1000-2500 nm utilizando um
espectrofotdbmetro Antaris MX FT-NIR (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) equipado
com uma sonda de transflectancia. A influéncia de alguns pré-processamentos espectrais
(suavizacao Savitzky-Golay, correcdo multiplicativa de espalhamento de luz (MSC) e
derivadas Savitzky-Golay) e calibragcdo multivariada usando o algoritmo de regresséo por
minimo quadrados parciais (PLS-2) foram calculados em ambiente Matlab 7.0 (Math-
Works, Natick, Massachusetts, USA), especificamente usando o pacote do PLS-toolbox
(Eigenvector Research, Inc., Wenatchee, WA, USA, version 6.01). Modelos de validacéo
para o teor de AT e CFT tiveram um coeficiente de correlacdo (R?) de 0,85 e 0,92, com
erro médio quadrado de previsdo (RMSEP) de 22,34 e 15,07, respectivamente. A partir
desses resultados, conclui-se que a espectroscopia NIR pode ser usada como uma técnica
ndo destrutiva para determinagdo simultanea de AT e CFT em jambos.

1. INTRODUCAO

O jambo vermelho é um fruto cultivado em praticamente todo o Brasil em areas de climas
quentes e umidos. O jambo € pouco explorado, sendo seu consumo praticamente todo in natura.
Isto provoca um grande desperdicio em sua época de safra, instigando assim pesquisas sobre o
potencial tecnologico deste fruto (Silva et al, 2012). A pigmentacdo natural presente na casca do
jambo indica a presenga de antocianinas, pertencentes ao grupo dos flavonoides, que sédo
encontrados apenas em vegetais e apresentam cores que variam de vermelho intenso ao violeta e
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azul (Ribeiro & Seravalli, 2007). A utilizacdo de corantes na industria de alimentos € uma pratica
comum, j& que a cor e a aparéncia tem um papel importante na aceitacdo dos produtos pelo
consumidor (Lopes et al, 2007). Riscos toxicoldgicos em relagdo aos corantes sintéticos
amplamente utilizados na industria de alimentos sdo alvos de preocupagfes da atualidade, logo,
pesquisas vém sendo desenvolvidas visando a substituicdo por corantes naturais, como o extraido
do jambo, ou até mesmo a eliminagdo de corantes sintéticos no processamento de alimentos.

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos métodos para determinar as antocianinas em
frutos, tais como UV-Vis, ressonancia magnética nuclear (Missang et al., 2003), espectrometria
de massa (Williams et al., 2002) e electroforese de capilaridade (Bednar et al., 2005). Apesar da
confiabilidade, estes métodos destroem o fruto, produzem residuos quimicos e exigem tempo
e/ou investimento elevado para a realizacdo das analises.

Tendo em vista as desvantagens dos métodos existentes, a aceitagdo do NIR tem
aumentado em varios campos analiticos durante a ultima década (Neves et al., 2012). A
vantagem desta analise se da pelo fato de ndo ser necessaria uma preparacdo prévia do fruto,
sendo possivel a determinacdo de antocianinas a partir de frutos intactos (Zude et al., 2011).
Além disso, o NIR pode analisar varios parametros utilizando apenas uma medida. A literatura
ndo registra calibracdo do teor de antocianina total e compostos fendlicos totais pela
espectroscopia NIR no jambo, ou nenhuma outra técnica rapida e nao destrutiva.

As limitacbes do NIR dizem respeito a alta umidade, o tamanho e a forma irregular dos
frutos. Certos frutos possuem a casca grossa de dificil penetracdo. Para contornar estas
dificuldades, algoritmos quimiométricos sdo aplicados aos dados, como a regressdo pelo método
de minimos quadrados parciais (PLS2) entre outros. Basicamente, estes algoritmos eliminam
variaveis que ndo se relacionam diretamente com a propriedade de interesse, como aquelas que
adicionam apenas ruidos, nao-linearidades, ou informacdes irrelevantes. Eles também eliminam
possiveis interferéncias e variaveis que geram uma relacdo baixa de sinal/ruido, o que é
indicativo de uma baixa sensibilidade. (Costa & de Lima, 2013)

O objetivo deste estudo foi avaliar a potencialidade da espectroscopia do infravermelho
proximo (NIR) e PLS2 como um método rapido e ndo destrutivo para a determinacéo simultanea
de antocianinas e compostos fenolicos totais em jambo intactos coletados de acordo com a
disponibilidade de safra em Natal (Rio Grande do Norte, Brasil).

2. METODOLOGIA

2.1. Amostras

Pelo método de referéncia, os frutos foram divididos em grupos de dez jambos com
gendtipos semelhantes. Em seguida armazenados a temperatura ambiente antes de realizar as
medidas no NIR. As anélises pelo método de referéncia foram realizadas no mesmo dia ou no dia
seguinte. As propriedades morfoldgicas das amostras, incluindo as massas médias e didmetros
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médios, foram medidas antes das analises.

2.2. Método de referéncia e Instrumentagéao

Os extratos foram obtidos pelo método de extracdo sequencial de Azevedo (2010). O
extrato de cada grupo de frutos foi obtido em reator enjaquetado, com agitacdo e temperatura
controladas utilizando valores dos parametros étimos obtidos no estudo de Brito (2009).

Para a anélise das antocianinas totais foi empregado o método do pH diferencial (Giusti &
Wrolstad, 2001). O extrato foi diluido em solucdes tampao de cloreto de potassio (pH = 1,0), e
carbonato de sodio (pH = 4,5), com o fator de diluicdo = 10 (2 mL de amostra/0,2 mL extrato).
Logo, 0,2 mL de extrato foram adicionados a 1,8 mL de cada tampdo, posteriormente
homogeneizados em agitador vortex e deixados em equilibrio a temperatura ambiente em cdmara
escura por 30 minutos. O branco foi preparado da mesma maneira, substituindo-se o extrato por
agua destilada. A absorbancia foi medida nos comprimentos de onda de 510 nm (A;) e a 700 nm
(A,) para corrigir o espalhamento de luz produzido por uma possivel turbidez da amostra. A
absorbancia resultante e o calculo da concentracdo das antocianinas sdo calculados a partir das
equacoes (1) e (2):

A=(A1- AEJyHLG - (A1- AEJyH#,E (1)
c - (A m-r.?:;-ium} (2)

onde C ¢ a concentracdo de antocianinas (mg/L); A é a absorbancia; FD é o fator de diluicéo;
MM ¢ a massa molar do padrao (g/mol); € € o coeficiente de absortividade molar do padrao
(L/cm mol) e b é o caminho 6ptico (cm).

O teor de fendlicos totais nos extratos obtidos foi determinado segundo a metodologia
descrita por Cheplick et al. (2010). Em um tubo de ensaio, foram colocados 1 mL do extrato, 1
mL de etanol 95%, 5 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (RFC). A
solugdo preparada foi homogeneizada e deixada em repouso durante 5 minutos. Em seguida,
adicionou-se 1 mL de carbonato de sddio 5% e esta foi mantida em camara escura por 60
minutos. Posteriormente as amostras foram novamente homogeneizadas e suas absorbancias
foram medidas a 725 nm. O branco foi preparado seguindo o mesmo procedimento, porém
substituindo o extrato por solucdo etanolica 95%. Para os resultados de CFT em microgramas
equivalentes de acido galico por mL de extrato (ppm) foi utilizada uma curva de calibra¢éo, com
a finalidade de converter as absorbancias obtidas das amostras (Azevedo, 2010). Todas as
medidas foram feitas em triplicatas para cada grupo. Atraves da curva de calibracdo obtém-se a
equacéo (3).
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CFT (ug GAE/mL) = 99,615 # (Média das absorbancias) + 9,1825 (3)

As medidas dos espectros foram realizadas utilizando o espectrofotometro Antaris MX FT-
NIR (Thermo Fisher Scientific Inc, Madison, W1, USA) equipado com uma sonda de transflectancia.
Os espectros NIR foram coletados no intervalo de 1000-2500 nm, com leituras em quatro posi¢oes
distintas, como mostrado na Figura 1. A resolucdo espectral utilizada foi de 8 cm™ e 100 varreduras
por espectro. A partir do valor médio das quatro leituras foi obtido um espectro médio para cada
amostra. O espectro de politetrafluoretileno (PTFE) foi utilizado como background.

Figura 1 — PosicGes de aquisicdo espectral NIR dos frutos intactos de Jambo.

2.3. Analise dos dados

A analise dos dados foi realizada utilizando o MATLAB versdo 7.0 (Math-Works, Natick,
Massachusetts, USA), especificamente o pacote do PLS-toolbox (Eigevector Research, Inc.,
Wenatchee, WA, USA, version 6.01). Diversos métodos de pré-processamento foram aplicados para a
matriz de dados obtidos, incluindo a suavizacdo e derivada Savitzky-Golay bem como o método de
correcdo multiplicativa de espalhamento de luz (MSC). O alisamento de Savitzky-Golay trata-se de
um método matematico de suavizacgdo, baseado em uma regressdo polinomial, tendo como objetivo a
eliminacdo de ruidos. MSC é um método utilizado para compensar efeitos aditivos e/ou
multiplicativos dos espectros de reflectancia. O desempenho destas técnicas de pré-processamento foi
comparado baseado na calibragdo PLS2 para as antocianinas totais e compostos fendlicos totais,
simultaneamente. As amostras foram divididas em dois subconjuntos de dados, um para a calibragéo e
outro para a previsdo externa através do algoritmo Kennard Stone (KS) aplicado aos espectros NIR.
Para os modelos de calibragdo multivariadas, o0 menor erro é obtido quando se utiliza 0 nimero 6timo
de fatores do PLS, que é encontrado utilizando a variancia da matriz das respostas instrumentais. Os
resultados previstos foram utilizados pra testar a capacidade preditiva dos modelos PLS2 para os dois
parametros simultaneamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro médio de reflectancia difusa com leituras nas posi¢oes diferentes do jambo
obtido na regido de 1000 a 2500 nm esta apresentado na Figura 2. Como pode ser visualizado
nesta figura, os espectros apresentam ruidos instrumentais, desvio de linha de base, efeitos de
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espalhamento de luz, que provocam o deslocamento do espectro na vertical, e finalmente,
espalhamentos multiplicativos. Por esta razdo, faz-se necesséria a aplicacdo dos pré-tratamentos
espectrais de modo a facilitar a interpretacdo das propriedades relacionadas aos sinais
instrumentais. O alisamento ou suavizagdo Savitzky-Golay foi utilizado para remogdo dos
espectros a presenca de ruidos instrumentais aleatérios, aumentando assim, a razdo sinal/ruido
(Neves et al., 2012). A correcdo de espalhamento multiplicativo de luz, MSC, foi realizada
devido as dispersdes de luz em todas as dire¢Bes (Javidnia et al., 2013). Finalmente, realizou-se
também sobre os espectros o célculo da primeira derivada, visando o ajuste da linha de base
(Rantanen et al., 2000). A Figura 3 mostra os espectros NIR apds a aplicacdo dos pré-
processamentos.
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Figura 2 — Espectro médio original Figura 3 — Espectros |_\“R ap0s a etapa de pré-
das 24 amostras de jambo processamento (Suavizagdo, MSC e 12 derivada

Savitzky-Golay).

Conforme pode ser observado também na Figura 2, os espectros NIR apresentam bandas
tipicamente largas, resultado da ocorréncia de bandas de combinagdo e por sobretons oriundos das
ligacbes dos grupos C-H, N-H, S-H e O-H. Uma caracteristica marcante neste espectro NIR ¢ a forte
absorcéo referente a agua presente nas ameixas, e que pode ser atribuida aos picos de 1450 nm,
primeiro sobretom, e 1940 nm, combinag&o das vibracbes O-H da agua. Além da absorcdo da &gua é
possivel fazer atribuicGes da absorcdo referente aos agucares contidos na fruta e que podem estar
relacionados as bandas em 1160 nm, influéncia do terceiro sobretom C-H, e a banda em 1780 nm,
devido ao primeiro sobretom (Inécio et al., 2013).

Apbs a etapa de pré-processamento espectral, a matriz de dados de jambo juntamente com 0s
valores fornecidos pelos métodos de referéncias, foram desenvolvidos os modelos de calibragédo
multivariada. O propdsito da calibragdo multivariada ¢é estabelecer uma relacdo matemaética
quantitativa entre os dados de saida de um instrumento e o parametro fisico ou quimico de interesse
(Ferreira et al., 1999). Dentre os varios métodos matematicos existentes para a realizacdo da
calibracdo, o PLS é o método mais usado. O PLS2 é uma versdo do método PLS, no qual varias
variaveis (ou parametros) dependentes sdo modeladas simultaneamente (Beebe et al., 1998). Em
seguida, as amostras foram divididas nos conjuntos de calibracdo (2/3) e validacdo externa (1/3)
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utilizando-se o algoritmo SPXY (Galvédo et al., 2005). O conjunto de calibracdo para ambos 0s
pardmetros aplicando o PLS2 foi otimizado em func&o de trés fatores: i) nUmero de variaveis latentes;
ii) coeficiente de calibracdo; iii) erro médio quadratico do conjunto de calibracdo (RMSEC). O
melhor PLS2 obtido para o parametro AT foi utilizando 5 varidveis latentes, coeficiente de correlacéo
de 0,90 e 20,71 de RMSEC. Para este modelo, o erro médio quadratico do conjunto de validacéo
(RMSEP) foi de 22,34 e um coeficiente de correlacdo de 0,85 com 5 variaveis latentes. Este modelo
ndo apresentou diferencas significativas entre os valores obtidos pelo método de referéncia segundo
um teste t-pareado (95% de confianca) (Derenne et al., 2011). A Figura 4-a mostra um bom ajuste
entre os valores de AT experimentais versus 0s valores previstos pela técnica NIR, tanto para as
amostras de calibragdo como previséo.
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Figura 4 — Concentragdo prevista versus concentragdo medida experimentalmente pelo método de
referéncia das amostras de calibragéo e validagéo (a) para antocianinas totais (AT) e (b) para
compostos fenolicos totais (CFT) em jambos usando PLS2. (e) Calibration set; (e) Validation set.

Por outro lado, o melhor PLS2 obtido para o parametro CFT foi utilizando 8 variaveis latentes,
coeficiente de correlagdo de 0,92 e 12,50 de RMSEC. Para este modelo, o erro médio quadratico do
conjunto de validacdo (RMSEP) foi de 15,07 e um coeficiente de correlacdo de 0,92 com 8 variaveis
latentes. Este modelo também né&o apresentou diferencas significativas entre os valores obtidos pelo
método de referéncia segundo um teste t-pareado (95% de confianga). A Figura 4-b mostra um bom
ajuste entre os valores de CFT experimentais versus os valores previstos pela técnica NIR, tanto para
as amostras de calibragcdo como previsao.

4. CONCLUSAO

Neste trabalho, um método répido e ndo destrutivo para determinar simultaneamente o teor de
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antocianinas totais e 0s compostos fenolicos totais utilizando jambos intactos utilizando
espectroscopia NIR e calibragdo multivariada foi apresentada. Como base nos resultados descritos
para ambos os parametros, podemos concluir que a espectroscopia NIR juntamente com PLS2 pode
ser utilizada na determinacg&o destes parametros em jambos de forma intacta.
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