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Resumo: Atualmente o método mais utilizado na determinac@o dos so6lidos soluveis de diversos tipos de frutas
utiliza a medida do indice de refracdo, que € um método destrutivo. Um sistema que pode ser alternativo ao indice
de refrag@o ¢ o uso da técnica ndo invasiva de ressonancia magnética nuclear (RMN) em baixo campo magnético.
O objetivo deste trabalho ¢ utilizar a RMN e construir modelos de correlagdes com o teor de solidos soltveis de
laranjas Pera Rio intactas, variando os métodos de pré-processamento (suavizagao por filtro de Savitsky-Golay
e SNV - Standard Normal Variate) e os modelos de calibragdo (Minimos Quadrados Parciais (PLS - Partial
Least Squares) e (Regressao em Componentes Principais (PCR - Principal Component Regression). Os resultados
mostraram pequenas variagdes dentre os pré-processamentos, mas revelaram que a suavizagdo de Savitsky-Golay
removeu o ruido existente na RMN e foi preferida em relagdo a SNV. Os modelos avaliados e a técnica de RMN
demonstraram promissores resultados para analise ndo invasiva do teor de solidos soluveis, com ligeira vantagem
do algoritmo PLS em rela¢do ao PCR.
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PRELIMINARY STUDY OF CHEMOMETRY AND LOW FIELD NMR: TOOLS FOR PREDICTION OF
QUALITY IN ORANGES

Abstract: Nowadays, the most used method for measurements of soluble solids in fruit is based on refractive
index, that is a destructive method. An alternative non-invasive technique to measure soluble solids is the Low
Field Nuclear Magnetic Resonance. The aim of this work is to use NMR to build correlation models considering the
soluble solids content of intact oranges (Pera Rio). It consists in to vary methods of preprocessing (filter Savitsky-
Golay and SNV - Standard Normal Variate), calibration models (PLS - Partial Least Squares) besides Principal
Component Regression (PCR - Principal Component Regression). The results showed a slight variation among the
pre-processing, revealing the elimination of the noise in NMR by Savitsky-Golay treatment and is preferred over
SNV. The evaluated models and NMR technique showed promising results for non-invasive analysis of soluble
solids content, with some advantage in relation to PLS algorithm when compared to PCR.

Keywords: NMR, oranges, chemometry, quality, preprocessing.
1. Introducao

No ramo da fruticultura, a citricultura é a que mais se destaca mundialmente, sendo a cultura mais produ-
zida no mundo. O suco mais consumido ¢ o de laranja representando, em 2013, 48% do consumo mundial de sucos
100% natural, 20% do consumo de néctares e 30% do consumo de refrescos (ANESC, 2014).

Os solidos soluveis totais desempenham um papel primordial para a sua qualidade, devido a influéncia
nas propriedades fisicas, quimicas e biologicas da fruta (COSTA et al, 2004). Além disso, o teor dos solidos so-
luveis (°Brix) nos frutos é muito importante para a indtstria. Quanto maior a quantidade de sélidos soluveis exis-
tentes, maior serd o rendimento de suco quando processado, diminuindo o custo de producdo (ARAUJO, 2001;
SILVA, 2000).

O método mais utilizado na determinagao dos solidos soluveis de diversos tipos de frutas utiliza a medida
destrutiva do indice de refracdo, que estima a quantidade dos solidos soliveis pela diminuigao da velocidade da
luz quando esta passa através da amostra (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Os usos de técnicas de medigdo
ndo destrutivas sdo desejaveis para frutas e outros vegetais, pois auxiliam no acompanhamento dos pardmetros de
qualidade sem a necessidade de se descartar o fruto, permitindo avangos em estudos relacionados a pds-colheita.
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Um sistema nao invasivo alternativo, ¢ o uso da técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) em
baixo campo magnético, que ja comegou a ser utilizada na analise rapida de propriedades fisico-quimicas de
frutos intactos e até mesmo embalados (RIBEIRO et al., 2010, PEREIRA et al., 2013). A RMN de baixo campo
vem sendo empregada para investigar o amadurecimento de frutas intactas e parametros internos de qualidade
(RAHMATALLAH, 2006). Em 2013, Pereira e colaboradores classificaram ameixas frescas intactas de acordo
com a presenga de solidos soluveis em maior ou menor quantidade, usando RMN no dominio do tempo associado
a quimiometria.

Com base nestes estudos, o objetivo do trabalho ¢ utilizar a RMN de baixo campo através da técnica de
CPMG (Carr-Purcell-Meibom-Gill) e construir modelos quimiométricos de correlagdes com o teor de solidos
soluveis de laranjas intactas.

2. Materiais e Métodos

Foram utilizados neste experimento 70 laranjas Citrus Sinensis L. Osbeck da variedade Pera Rio (35) e
Hamlin (35), obtidos em comércio local de Sao Carlos, SP.

As frutas foram selecionadas de tamanho médio entre 65 a 71 mm de diametro e com auséncia de defeitos
graves, higienizados e acondicionados em camara fria a 10+1,5°C e U.R. 80%+10 na Embrapa Instrumentagéo de
Sédo Carlos, SP.

Para as analises foram utilizados 35 frutos por dia, totalizando 2 dias de testes. Antes das analises, as fru-
tas foram condicionadas por doze horas a 21 £1,0 °C e U.R. 50 + 15%, condi¢des mantidas durante as analises. As
frutas foram medidas no equipamento de RMN e depois realizou-se a extragao do suco via extrator convencional
para medidas do teor de sélidos soltveis totais.

2.1. Ressonincia Magnética Nuclear de baixo campo (RMN)

As medidas de relaxag@o transversal por RMN em baixa resolucao foram realizadas em espectrometro
SLK com campo magnético estatico (B,) de 0,21 T (8,5 MHz para 'H) e area 1til de 10 cm de didmetro por 10 cm
de comprimento em condigdes controladas de laboratorio. O método utilizado foi por CPMG, onde a sequéncia de
pulsos gera um decaimento exponencial com o tempo de relaxagdo transversal (T,). Os parametros de aquisi¢do
foram: pulso de 90° =32, tempo de eco de T = 5000us, e nimero total de ecos igual a 1500 com 8 médias cada
coletando apenas os ecos pares.

2.2. Teor de solidos soluveis totais (SST)

Foram medidos em triplicata com refratdmetro digital de bancada, modelo RX-5000 Atago, com ajuste de
temperatura de amostra para 25°C+0,05. O resultado foi expresso em °Brix (A.O.A.C., 1992).

2.3. Processamentos dos dados e Quimiometria

Os sinais da RMN foram tratados realizando a normalizag@o (0-1) dos dados e posteriormente realizado
a média dos decaimentos.

A matriz n x m (amostras= n ¢ as variaveis= m) para as analises multivariadas foram composta pelos valo-
res dos decaimentos médios da RMN como sendo variaveis independentes e os valores do teor de solidos soliiveis
como variaveis dependentes. Para as analises de regressao os dados foram centrados na média (mean-center).

Diferentes mecanismos de pré-processamento dos dados da RMN foram usados: suavizacdo de segundo
grau (Savitzky—Golay filter) com 21 janelas devido ao melhor ajuste ao sinal de RMN evitando perdas de infor-
magdo; Variagdo Normal Padrdo (SNV - Standard Normal Variate), auséncia de pré-processamento e a unido da
suaviza¢ao com SNV.

Os modelos de calibragéo utilizados foram Minimos Quadrados Parciais (PLS - Partial Least Squares)
e Regressao em Componentes Principais (PCR - Principal Component Regression) utilizando validagdo interna.
Para a validacdo interna dos modelos foi utilizado cross validation com leave-one-out interno no conjunto de da-
dos de calibragao.

O numero de fatores foi fixado em 4 empiricamente através de pré-testes realizados baseados em seu
desempenho, facilitando assim a comparagao dos diferentes pré-processamentos.

Os modelos realizados (PLS, PCR), bem como as porcentagens de variancia explicada, o erro padrao da
calibracdo - SEC (°Brix), os coeficientes de correlagdo de Pearson (r) da validagado e o erro padrdo da validacao -
SEV (°Brix), foram obtidos através do software Pirouette v. 4.5 Infometrix, Inc. Bothell - WA.

3. Resultados e Discussio

A estatistica das 70 amostras revelou valores médios de solidos solaveis de 9,73, minimo de 6,14 ¢ ma-
ximo de 12,31 °Brix com desvio padrdo amostral de 1,64. Esta variagdo no conjunto amostral ¢ fundamental para
se obter modelos com alto poder de predi¢do, uma vez que os modelos precisam ser calibrados com amostras que
representem a maior variagao possivel existente no conjunto de amostras estudados.
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A técnica de RMN apresenta um problema em relagdo a ruido das medidas, portanto o filtro por suaviza-
¢do de Savitzky-Golay com 21 pontos de alisamento, foi usado para remover o ruido aleatdrio ao longo do decai-
mento. A variagdo normal padrdo (SNV) foi testada para avaliar a melhora nos decaimentos de RMN, uma vez que
ela normaliza cada decaimento em relagdo & média e & variagdo individual (NICOLAT et al., 2007).

Sobre os modelos utilizados, a PCR faz a decomposi¢do da matriz X dos decaimentos de RMN por uma
analise de componentes principais (PCA) e, em seguida, encaixa um modelo de regressao linear multipla (MLR),
usando um pequeno nimero de componentes principais (PCs) ou variaveis latentes em vez de variaveis originais
como preditores. No entanto, em regressdo PLS uma base ortogonal de variaveis latentes é construida, uma por
uma, de tal forma que elas s@o orientadas ao longo de dire¢des de covaridncia maxima entre a matriz de decaimen-
tos de RMN de X e o valor de resposta Y (Y tal como SST em °Brix) (NICOLAI et al., 2007). A Tabela 1 mostra os
resultados e diferengas encontradas para os dois modelos utilizados e os diferentes pré-processamentos.

Tabela 1. Resultados de diferentes pré-processamentos nos modelos.

Modelo *PLS *PCR
Pré-processamento rCal SEC rVal SEV  Var rCal SEC rVal SEV  Var
(%) (%)
Suavizagdo 0,923 0,648 0,905 0,692 99,95 0915 0,680 0,903 0,697 99,16
SNV 0,988 0,266 0,894 0,733 95,07 0,891 0,764 0,877 0,779 9531
Suavizagdo + SNV 0,953 0,512 0,884 0,761 99,16 0,906 0,712 0,889 0,743 99,23

Sem pré-processamento 0,946 0,544 0,898 0,715 99,38 0,915 0,681 0,903 0,698 99,46

*Fatores fixados em 4 para comparagdo; Minimos Quadrados Parciais (PLS - Partial Least Squares) e
Regressdo em Componentes Principais (PCR - Principal Component Regression); SNV (Standard Normal
Variate).

Quando comparamos a aplicacdo da suavizacao de Savitzky-Golay com a SNV observa-se que, para os
modelos de PLS, houve um maior valor no coeficiente de correlagdo de calibragdo e menor valor no erro padrao
de calibracdo (SEC). Porém, quando observamos o SEV e r Val a suavizagao apresentou melhores resultados. Os
valores de SEC e SEV devem ser proximos, isto ¢ um indicativo de melhor ajuste do modelo aos dados. Assim,
verificamos que a suavizacao foi melhor que a SNV para os modelos de PLS. J4 a unido do SNV e suavizagdo ndo
demonstrou eficiéncia quando comparada as demais e sem processamento.

Os modelos de PCR apresentaram respostas diferentes aos pré-processamentos quando comparados ao
PLS. Observamos que a aplicagao da suavizacdo de Savitzky-Golay juntamente com SNV apresentou valores (»
Cal, r Val, SEC e SEV) similares ou inferiores aos obtidos com a aplicacdo da SNV e com os dados sem pré-pro-
cessamentos.

Os resultados indicaram que a RMN atrelada aos modelos PLS ou PCR tem o potencial para estimar o
teor de solidos soliiveis em laranjas intactas. Embora os modelos de PCR e PLS com diferentes pré-processamen-
tos apresentem variagdes nos valores de SEC, SEV e r esses sdo valores promissores quando analisamos a questao
pratica da aplicacdo da técnica.

Ainda, os modelos de PLS atrelados ao pré-processamento de suavizagdo Savitzky-Golay obtiveram re-
sultados ligeiramente melhores para a validagao do que os modelos de PCR. O fato do PLS ser ligeiramente melhor
do que o PCR pode estar na diferenga de transformagao dos dados de entrada. Para que os resultados do PCR sejam
similares ao PLS, é necessario que a variagdo das variaveis de entrada seja correlacionada com a variavel de saida.
Do contrério, se houver variagcdes sem correlagdo com a variavel de saida, os componentes principais nao ajudardo
a construir bons modelos de regressao.

Em 2006 GOMEZ ¢ colaboradores, compararam a eficiéncia desses modelos quanto a calibragio e vali-
dagdo. E o fato do PLS obter um melhor desempenho pode estar relacionado ao inconveniente de que o modelo
PCR utiliza os primeiros componentes principais em que alguns casos ndo contribuem de maneira positiva para a
construcdo de bons modelos de regressdao (WOLD et al., 2001).

4. Conclusoes

A técnica de CPMG por ressonancia magnética nuclear de baixo campo apresentou alta correlagdo entre
seu decaimento e o teor de solidos soliveis em laranjas intactas.

Dentre os diferentes pré-processamentos estudados, a suavizagao de 21 janelas Savitzky-Golay apresen-
tou melhorias na criagdo de modelos de calibragio utilizando a RMN de baixo campo. Entre os modelos estudados,
o PLS atrelado a suavizagao de Savitzky-Golay apresentou melhores valores de SEV e r de validagao, desta forma
reduz o erro de aferi¢do para novas amostras.

Estes resultados sdo promissores para a criagdo de modelos com maior nimero de amostras, incluindo
uma nova etapa de validag@o externa para estimar os erros de predi¢@o e futura aplicagdo desta tecnologia como
um sistema nao invasivo para aferi¢do de qualidade de laranjas.
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