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RESUMO GERAL

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo. Dentre as frutas produzidas no
territério nacional, o caju (2 milhdes toneladas/ano), goiaba (345 mil toneladas/ano) e uva (1,4
milhGes de toneladas/ano), merecem destaque pela grande producédo e variedade de produtos
gerados a partir deles (sucos, néctares, polpas, doces, refrigerantes, etc). O setor de bebidas,
sucos e néctares, tem sido responsavel pela movimentacdo de US$ 1,9 bilhdo com a venda de
476 milhdes de litros/ano, essa fatia do mercado tem sido impulsionada pela busca do
consumidor por produtos mais saudaveis. Néctares de caju e goiaba, se destacam pelo alto teor
de vitamina C encontrado nas frutas (em média 230mg/100g e 600mg/100g, respectivamente)
e suco de uva apresenta significante quantidade de compostos fenolicos, especialmente
antocianinas. Acido ascorbico, compostos fendlicos, incluindo antocianinas, si0 compostos
termolabeis e sujeitos a degradacdo oxidativa, especialmente em meio aquoso, como em
bebidas. Para garantir a qualidade de néctares a legislacdo brasileira definiu parametros de
acidez (ACT) e agUcares totais (AT), s6lidos soltveis (SS), pH e &cido ascorbico (AA) que sdo
comumente realizados por analises tradicionais (como HPLC, titulacdo) que envolvem o uso
de substancias toxicas, perigo ao analista e ambiente, necessidade de equipamento especifico.
Cenério similar é encontrado para analisar concentracgdo total de fendlicos (TF) e antocianinas
(TA) em suco integral de uva, com o0 agravante que as analises, em geral, sdo demoradas e, por
isso, prejudicam a estabilidade de compostos bioativos durante a analise. Como alternativa a
esses problemas, esse trabalho se propds a utilizar a analise espectroscépica NIR e/ou MIR
juntamente com a quimiometria como alternativa para analisar néctares de caju e goiaba (ACT,
AT, SS, pH e AA) e suco de uva (TF e TA), em substituicdo as analises tradicionais. Os
espectros obtidos por transflectancia foram pré-processados para reducdo de efeitos
multiplicativos (MSC/SNV), melhora da razdo sinal/ruido (alisamento usando Savitzky-
Golay), correcdo de linha de base (derivada por Savitzky-Golay) e centrados na média. Dentre
os modelos de calibragdo PLS construidos para as analises em néctares apresentaram destaque
0 modelo de AA em néctar de caju (RMSEP=4,8 mg/100g e RMSEC=4,6 mg/100g) e de AT
em néctar de goiaba (RMSEP=0,315% e RMSEC=0,297%), os demais modelos apresentaram
bons valores de R2 (>0,7) alem de valores baixos de RMSEP e RMSEC. Modelos de calibragéo
utilizando NIR e MIR construidos para determinar TA e TF em suco de uva apresentaram
performance similar. Modelos de MIR e NIR para previsdo de TA tiveram baixos valores de
RMSEP (4,22mg/100mL e 4,44mg/100mL, respectivamente) e para a previsao de TF, MIR
apresentou um RMSEP ligeiramente menor do que o apresentado pelo NIR (2,12EgAGmg/mL
e 3,71EqAGmg/mL, respectivamente). Os valores de RMSEP encontrados para todos 0s



modelos construidos nesse trabalho mostram que analises espectroscopicas, NIR e MIR, podem
atuar em substituicdo a andlises tradicionais durante o controle de qualidade de néctares de caju
e goiaba e compostos bioativos em suco de uva, com as vantagens de serem guimicamente
verde, rapidas e eficientes, ndo necessitam de preparo de amostra, evitando erros por

instabilidade dos compostos avaliados.



ABSTRACT

Brazil is the third largest producer of fruits in the world. Among the fruits produced in the
national territory, cashew apple (2 million tons / year), guava (345,000 tons / year) and grapes
(1.4 million tons / year), are noteworthy for the great production and variety of products
generated from them (juices, nectars, squashes, jams, soft drinks, etc.). The beverage industry,
juices and nectars, has been responsible for the movement of US $ 1.9 billion from the sale of
476 million liters/ year, this share of the market has been driven by consumers looking for
healthier products. Nectars of cashew apple and guava, present high content of vitamin C found
in fruits (average 230 mg/100g and 600 mg/100g, respectively) and grape juice has a significant
amount of phenolic compounds, especially anthocyanins. Ascorbic acid, phenolic compounds,
including anthocyanins are labile compounds and subject to oxidative degradation, especially
in aqueous media, such as drinks. To ensure the quality of nectars Brazilian legislation defined
acidity parameters (TA) and total sugars (TS), soluble solids (SS), pH and ascorbic acid (AA)
that are commonly performed by traditional analyzes involving the use of toxic substances,
danger to the analyst and the environment, and the need for specific equipment. Similar scenario
is found to analyze concentration of total phenolics content (TPC) and anthocyanins content
(TAC) of grape juice, with the aggravation that these analyzes, in general, are time consuming
and therefore impair the stability of the bioactive compounds during the process. As an
alternative to these problems, this work proposes to use the spectroscopic analysis NIR and/or
MIR along with chemometrics as an alternative to analyze nectars cashew and guava (ACT,
AT, SS, pH and AA) and grape juice (TF and TA), to replace the traditional analysis. The
spectra obtained by transflectance were preprocessed to reduce multiplicative effects
(MSC/SNV), to improve signal/noise ratio (smoothing using Savitzky-Golay), baseline
correction (derived by Savitzky-Golay) and mean centered. Among the PLS calibration models
constructed for the analyzes in nectars stood out the AA model for cashew’s nectar (RMSEP=
4.8 mg/100g and RMSEC= 4.6 mg/100g) and AT for guava’s nectar (RMSEP = 0.315% and
RMSEC = 0.297%), the other models presented good values of R? (> 0.7) in addition to low
values of RMSEP and RMSEC. Calibration models using NIR and MIR constructed to
determine TA and TF in grape juice showed similar performance. MIR and NIR models for TA
forecast RMSEP had low values (4,22mg / 100mL and 4,44mg / 100 mL, respectively) and for
predicting TF, MIR presented a slightly smaller RMSEP than presented by NIR (2.12
EgAGmMg/ml and 3.71 EQAGmg/mL, respectively). The RMSEP values found for all models

built in this work show that spectroscopic analysis, NIR and MIR, can act as a substitute for



traditional analyzes for quality control nectars and bioactive compounds in grape juice, with
the advantages of being chemically green, fast and efficient, and do not require sample

preparation, avoiding errors due to instability of the compounds evaluated.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil é terceiro maior produtor mundial de frutas (tropicais, subtropicais e de clima
temperado), com 42,6 milhdes de toneladas produzidas em 2,2 milhdes de hectares distribuidos
pelo pais; dentre as regides produtoras merecem destaque Nordeste, Sul e Sudeste (EMBRAPA,
2003).

A cultura do cajueiro destaca-se no cendrio agricola, com produgdo de 291,3 mil
toneladas de castanha e 2 milhGes de toneladas de pedunculo por ano. O caju apresenta especial
interesse econémico pela qualidade da castanha e pela riqueza em vitamina C (&cido ascorbico)
de seu pedunculo (em média 230mg/100g), que corresponde a polpa comestivel, porcdo que é
consumida “in natura”, na forma de sucos, refrigerantes, bebidas alcodlicas e doces (IBGE,
2012).

O cultivo da goiaba no Brasil produz 345 mil toneladas de frutos por ano que séo
empregados na industria para a producao de diversos subprodutos como: polpa, puré, doce,
compota, néctar e suco, entre outros. O valor nutritivo associado ao baixo valor cal6rico da
goiaba esta entre seus principais atrativos, pois além de conter cerca de 150 a 209 calorias por
100g de fruta, possui um dos mais altos teores de vitamina C (600mg/100g de fruta), superada
apenas pela acerola (GONZAGA NETO, 2007).

A producdo nacional de uva é de cerca de 1,4 milhdes de toneladas/ano e o estado do
Rio Grande do Sul é o estado com a maior producdo de uva. Cerca de 57% da producéo
brasileira é destinada a producéo de sucos, vinhos e derivados. A produc¢édo de vinhos, sucos e
derivados foi de 579,31 milhdes de litros em 2012, sendo que dentre os subprodutos o suco de
uva obteve o maior percentual de aumento de producdo (27%) em relagcdo ao ano anterior.
Niveis consideraveis de compostos fenodlicos, incluindo &cidos fendlicos, flavonoides e dentre
esses antocianinas, estdo presentes na uva, e estdo relacionados com a prevencao de alguns tipos
de cancer, diabetes, obesidade, aterosclerose (DAL MAGRO et al., 2016; EMBRAPA, 2012).

A vitamina C é estavel na forma seca, porém quando em solucdo, como em sucos e
néctares, fica muito sensivel a luz, ao oxigénio e a temperatura. Caju e goiaba apresentam
composi¢do complexa, com alto teores de &cido ascorbico e substancias fenolicas, que uma vez
em processo de oxidacdo sdo responsaveis pela alta perecibilidade através da formacgéo de
substancias que causam o escurecimento do suco e a formagéo de aromas e sabores estranhos.
(MAIA, MONTEIRO & MAGALHAES, 2001).

O teor de compostos fenolicos em sucos de uva € afetado pelas condigdes de cultura,
espécie da uva utilizada para a producéo do suco, condic¢des pés colheita, entre outros fatores.

Esses compostos sdo termolabeis, fotossensiveis, sujeitos a degradacdo durante processamento
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e armazenamento do suco de uva, afetando pardmetros sensoriais como a cor do suco, que é
dependente das antocianinas (LAMBRI et al., 2015).

Os métodos atualmente utilizados para o padrdo de identidade e qualidade do néctar de
caju e goiaba sdo sélidos soluveis, acidez total, agUcares totais, pH e acido ascorbico e estdo
descritos pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists) e, em geral, utilizam reagentes
toxicos, levando risco ao analista e também de contaminacdo ambiental, além de serem
laboriosos e demorados para conclusdo e obtencdo de resultados. Algumas analises séo
titulométricas, como as de acucares totais, acidez total e acido ascérbico, e por isso apresentam
alta dependéncia do analista para obtengé@o de boa preciséo nos resultados. A determinagédo dos
compostos fenolicos presentes no suco de uva pode ser realizada por diferentes metodologias,
como espectrofotométricas, para determinacdo de antocianinas totais por diferencial de pH e
Folin-Ciocalteu para determinacdo da concentracdo total de compostos fendlicos, e
cromatogréficas que identificam os fendlicos individuais e utilizam além de reagentes tdxicos,
equipamentos caros e especificos que exigem treinamento do analista e apresentam o desafio
de manter a estabilidade desses compostos durante as etapas de preparo de amostra e
procedimento analitico (LORRAIN et al., 2013; BRASIL, 2003; AOAC, 2006).

A andlise por espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) e médio (MIR) tém sido
aplicadas como métodos de controle de qualidade em diferentes tipos de produtos alimenticios
e agricolas devido ao seu baixo custo e reduzido tempo de analise. Essas técnicas também
apresentam vantagem de ndo necessitarem de preparo de amostra, além de analisar varios
parametros simultaneamente sem geracao de residuos quimicos, sendo assim boas alternativas
para substituicdo de métodos tradicionais utilizados no controle de qualidade de bebidas
(ESCUREDO et. al., 2013; BURNS & CIURCZAK, 2007).

Esse trabalho teve como objetivo aplicar analises espectroscopicas (MIR e NIR) em
conjunto com a quimiometria para analisar diferentes parametros de qualidade em néctares de

caju e goiaba e compostos bioativos em sucos de uva.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Producao de frutas

Frutas sdo constituintes essenciais da nutricdo humana, sdo altamente recomendaveis
por serem saudaveis e ricas em vitaminas e nutrientes essenciais. No mundo, mais de 600
milhdes de toneladas de frutas sdo produzidos todos os anos. A Asia é o continente com a maior
producdo mundial, a China- maior pais produtor- produz por ano cerca de 135 milhdes de
toneladas de frutos (POMMER & BARBOSA, 2009).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com cerca de 2,5 milhdes de
hectares dedicadas a fruticultura (cerca de 1,5% do total da area agricultavel do territorio
brasileiro), em 2013 o pais produziu cerca de 43,6 milhdes de toneladas de frutas. Em um
periodo de 14 anos, o setor de producdo de frutas frescas brasileira aumentou 30%, o0 que
confirma o aumento da importancia econdmica desta atividade. O setor de frutas apresenta um
grande potencial empregador e por consequéncia de gerar renda, a fruticultura brasileira gera
cerca de 5 milhGes de postos de trabalho. Todos esses aspectos garantem a fruticultura um
importante papel econémico nacional (IBRAF, 2016).

Evidéncias dos beneficios a saude gerados pelo consumo de frutas e vegetais vém sido
alvo de pesquisa na comunidade cientifica por anos, véarias pesquisas concluiram a existéncia
de uma correlagédo entre a frequéncia do consumo de frutas e vegetais com a prevencéo de
cancer, de doencas corondrias, mais recentemente com a prevencdo da catarata e hipertensdo.
Essas evidéncias juntamente com a nova demanda dos consumidores por alimentos saudaveis,
sem conservantes e funcionais tem alavancado o consumo de frutas (VAN DUYN &
PIVONKA, 2000).

Por outro lado, populacbes de diferentes paises ainda registram consumo de frutas e
vegetais abaixo do recomendado pela World Health Survey (400g/dia). No Brasil, cerca de 55%
das pessoas ainda consomem menos que 400g de frutas e vegetais por dia, 0 baixo consumo
desses alimentos aumenta a chance de o organismo apresentar doengas como diabetes tipo 2,
obesidade, cancer (pulméao, estdmago, colén, pancreas, boca) e hipertensdo (HALL et at. 2009).

No intuito de aumentar o consumo diério de frutas muitos consumidores tém buscado o
consumo de subprodutos que ainda mantenham as caracteristicas benéficas das frutas in natura,

tais como, sucos e bebidas, setor que tém apresentado tendéncia de crescimento mundial.

2.2. Producéo de goiaba
O Brasil apresenta imensas areas de clima e solo favoraveis a producdo comercial da

goiabeira (aproximadamente 345 mil toneladas/ano), sendo esse aspecto importante, ndo apenas
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pelo valor nutritivo da fruta, mas também pela perspectiva que representa no incremento da
producdo agricola, na ampliacdo da atividade industrial e no potencial de exportacdo (IBGE,
2012b).

O fruto da goiabeira é produzido mundialmente (América do Sul, Asia, Europa e Africa)
com importancia sustentada tanto pelo seu alto consumo quanto pelas suas maltiplas formas de
emprego nas induastrias, como na producdo de doces, sucos, purés, néctar, compota, sorvete,
entre outros produtos (ZHANG et al., 2016).

A goiaba passa a ser ainda mais apreciada por consumidores que seguem a tendéncia
mundial de busca por vida mais saudavel — conceito que alia o consumo de alimentos
funcionais, como as frutas, com a pratica regular de exercicio fisico- por apresentar um alto teor
de vitamina C, além de minerais, fibras e compostos antioxidantes como carotenoides
(GONZAGA NETO, 2007).

2.3. Producéo de caju
Considerada uma das mais importantes espécies cultivadas das regides tropicais, 0
cajueiro ocupa, no mundo, uma area estimada em 3,39 milhdes de hectares. No Brasil, a
cajucultura mobiliza cerca de 280 mil pessoas e possui uma area cultivada de 779.000 hectares,
proporcionando uma producgdo de aproximadamente 291,3 mil toneladas de castanha e 2
milhdes de tonelada de pedinculo por ano. Distribuida em varias regides do pais, concentra-se
na regido Nordeste, que responde por 94% da producdo nacional, sendo os estados do Ceara,

Rio Grande do Norte e Piaui os maiores produtores (IBGE, 2012a).

Além do aspecto econémico, os produtos derivados do caju apresentam elevada
importancia alimentar, verificando-se um expressivo aumento no consumo, em particular na
regido Sudeste, tanto no fruto “in natura” como na forma de 30 subprodutos, dos quais se
destacam o suco concentrado, puro, clarificado e pronto para beber, um dos produtos mais
vendidos no Brasil, além de doces e refrigerantes (DE OLIVEIRA, 2008). O valor nutricional
do caju também ¢é bastante relevante, pelo seu alto teor de vitamina C (aproximadamente
261mg/100 mL), um bom contetdo de agucares, sendo ainda uma fonte regular de célcio e
fosforo (SOUZA FILHO et al., 2002).

2.4. Producéo de uva
A uva é um fruto comestivel tipo baga, de formato, tamanho, cor, consisténcia e aroma
variaveis. E uma fruta do tipo ndo climatérica, ou seja, ndo amadurece ap6s a colheita. A planta

responsavel pela producdo de uvas é a videira e comercialmente séo classificadas em: finas
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(cultivares de Vitis vinifera L.) - destinadas a producdo de vinho- e as rusticas (cultivares
Americanas, V. labrusca e V. bourguina) - destinadas a producdo de sucos, doces, etc.
(SEBRAE, 2016).

A producéo de uvas ocupa cerca de 81mil hectares do territorio brasileiro, os estados
que registram a maior producgéo sdo: o estado do Rio Grande do Sul (840 milhdes de quilos) e
o0 estado do Pernambuco (224 milhdes de quilos) (IBGE, 2012).

Grande parte da producéo de uva nacional destina-se a fabricacdo de vinho, outra parte
é destinada ao processamento de suco integral e/ou concentrado. A producdo de suco de uva
integral é de cerca de 32 milhdes de litros por ano, esse suco é muito apreciado devido a

facilidade de sua elaboracgéo e boas caracteristicas organolépticas.

3. SUBPRODUTOS DAS FRUTAS

3.1. Néctar e suco

Néctar é a bebida ndo fermentada, obtida da dissolucdo, em &gua potével, da parte
comestivel da fruta e aglcares, destinado ao consumo direto, podendo ser adicionado de acidos.
Para a avaliacdo de néctares, incluindo de caju e goiaba, a legislacdo brasileira vigente exige a
realizacdo das analises de acidez total, acUcares totais, sélidos solGveis e teor de &cido
ascorbico, obedecendo as caracteristicas de composicao descritas na Tabela 1. Tais parametros
buscam garantir a proporcionalidade dentre os ingredientes do suco, por exemplo, a quantidade
minima de polpa de fruta utilizada para a fabricacdo do néctar, além das caracteristicas

quimicas, fisicas e organolépticas da fruta que comp®e o produto (BRASIL, 2003).

Tabela 1. Padrdo de identidade e qualidade para néctares de caju e goiaba.

Analises Caju* Goiaba*
Sélidos soluveis (°Brix) 10,00 10,00
Acidez total, em equivalente acido citrico
(g/1000) 0,12 0,10
_Acucares totais (9/100g) 7,00 7,00
Acido ascorbico (mg/100g) 15,00 14,00

*Expresso em valores minimos (Fonte: BRASIL, 2003).

O mercado brasileiro tem acompanhado a tendéncia mundial no aumento do consumo
de bebidas saudaveis, convenientes e saborosas. Segundo a Associacao Brasileira das Indudstrias
de Refrigerantes e de Bebidas N&o Alcoolicas, em 2008 somente o setor de sucos e néctares de
frutas prontos para beber faturou US$ 1,9 bilhdo com a venda de 476 milhdes de litros, isso
representa aumento de 11% tanto da receita quanto do volume de 2007 para 2008. O consumo

de néctares, em especial, vem crescendo a taxas significantemente maiores que as do suco, isso
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se deve ao fato de que muitos consumidores ndo sabem diferenciar néctar de suco no momento
da escolha, além do preco do néctar ser inferior ao do suco. (PIRILLO & SABIO, 2009;
BRASIL,1997).

Suco é definido como a bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo diluida, destinada
ao consumo, obtido de fruta s& e madura, ou parte do vegetal de origem, por processo
tecnoldgico adequado, submetido a tratamento que assegure sua apresentacdo e conservagao
até o consumo. Para os sucos designados como ‘integral’ ¢ vetada a adicdo de acucar
(FERRAREZI et al., 2010).

O hébito do consumo de sucos de frutas e hortalicas processados tem aumentado,
motivado pela falta de tempo da populacdo em preparar suco das frutas “in natura”, pela
praticidade oferecida pelos produtos, substituicdo ao consumo de bebidas carbonatadas devido
ao seu valor nutricional e a preocupacdo com o consumo de alimentos mais saudaveis. O
consumo de suco tem sido impulsionado pelo aumento da procura por alimentos saudaveis e
funcionais. O suco integral de uva reflete essa tendéncia mundial, nos anos de 2001-2013 a
producdo de suco integral de uva cresceu de 12,1 milhdes de litros para 72 milhdes de litros
somente no estado do Rio Grande do Sul, estado que mais produz uvas no Brasil. No ano de
2014 ja era o segundo derivado de uva mais consumido em territdrio nacional. No mundo,
Brasil e Estados Unidos sdo os dois paises que apresentam a maior produgéo e consumo de suco
de uva (MELLO, 2013; GOMES, 2014; OlV, 2011, MATSUURA & ROLIM, 2002).

4. QUALIDADE NUTRICIONAL DE NECTAR E SUCO DE FRUTAS

As frutas e os vegetais, em geral, apresentam baixos teores em calorias, séo ricos em
carboidratos, fibras e ndo contém colesterol; sdo fontes de vitaminas (principalmente a vitamina
C) e minerais (como o potassio). Apresentam também grandes gquantidades de compostos
antioxidantes como carotenoides e flavonoides. O valor nutricional de frutas e vegetais esta
relacionado com diversos fatores, como por exemplo, as espécies, 0s cultivares e a maturidade.
Devido as suas propriedades, o consumo de frutas e vegetais esta associado a redugéo do risco
de doengas graves, retarda os disturbios relacionados com o envelhecimento, entre outras
fungdes (VINCENTE et al., 2014).

O consumo diario de frutas e vegetais in natura ainda é baixo, apesar da orientacao
dietética indicar consumir 5 a 10 porcGes por dia (VINCENTE et al., 2014). A populagédo da
preferéncia ao consumo de alimentos produzidos a partir dessas frutas e vegetais, como sucos
integrais, néctares, polpas congeladas, doces, geléias, entre outros. Assim como a qualidade

nutricional das frutas e vegetais depende de diversas caracteristicas instrinsecas ao vegetal, a
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qualidade nutricional dos produtos citados anteriormente depende do tipo de fruta ou vegetal
utilizado para sua producéo, tipo de processamento aplicado (aquecimento, congelamento, ou
adicdo de conservantes, por exemplo) e tipo de produto avaliado.

O suco integral de fruta apresenta teor em compostos bioativos similar ao do fruto de
que ele € proveniente. Por outro lado, néctares sdo produzidos a partir da diluicdo da polpa ou
do suco da fruta selecionada, o que leva a uma dilui¢do da quantidade de compostos bioativos
para esse tipo de produto. O néctar de caju deve apresentar um minimo de 15% de polpa ou
suco de caju na sua composicao, enquanto o néctar de goiaba deve apresentar um minimo de
35% (BRASIL, 2003).

Estudos recentes ressaltam a importancia de se avaliar o valor nutricional dos alimentos,
a fim de se conhecer sua contribuicdo no suprimento da recomendacéo diaria de nutrientes, bem
como a influéncia do processamento e das tecnologias de preservacdo na sua composicao
quimica (ZHANG & HAMAUZU, 2004).

No entanto, a legislacéo brasileira ndo prevé itens que avaliem ou garantam a presenca
de compostos bioativos em subprodutos de frutas, néctares de caju e goiaba (Instrucdo
Normativa n° 12, de 4 de setembro de 2003) e suco integral de uva (Portaria n°® 259, de 31 de
maio de 2010), por exemplo; o Unico composto bioativo citado nos padrbes de identidade e
qualidade, no caso de néctares de caju e goiaba, € o teor de acido ascérbico, o que ndo demonstra
0 potencial bioativo global dos produtos em questdo. A adicdo de valores minimos para
compostos fendlicos, antocianinas, carotenoides e outros compostos bioativos nos parametros
de identidade e qualidade dos subprodutos de fruta poderia ser um atrativo para 0s
consumidores aumentarem o consumo desses produtos.

4.1. Vitamina C

Vitamina C (ou acido ascorbico) € um nutriente essencial na dieta humana para a
manutencdo de um bom funcionamento do metabolismo (Figura 1). Essa vitamina pode ser
facilmente encontrada em frutas e vegetais tais como: frutas citricas, tomates, goiaba, pimentéo
vermelho e verde e brocolis. O consumo recomendado diario para homens adultos é de
110mg/dia e para mulheres é de 95mg/dia. Deficiéncia no consumo dessa vitamina pode
acarretar na ocorréncia de escorbuto, que € uma doenca caracterizada por inflamacdo da

gengiva, dor nas extremidades do corpo e hemorragia (DAUD et al., 2016; EFSA, 2013).
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Figura 1.Esquema estrutural da vitamina C (Fonte: FLORENCIO, 2014)

Vitamina C também apresenta efeitos antioxidantes comprovados tanto in vitro quanto
em estudos com animais. Isso confere caracteristicas anticarcinogénicas, anti-inflamatorio,
acao benéfica no caso de doencas crénicas- asma, osteoporose, hipertensdo- e reducdo do
estresse oxidativo (DAUD et al., 2016).

Tendo em vista a importancia do consumo de frutas e vegetais contendo acido ascorbico,
frutas como goiaba e caju que apresentam alto teor de vitamina C, cerca de 600mg/100g e
230mg/100g respectivamente, tem papel fundamental no aporte desse micronutriente, seja pelo
seu consumo in natura ou pelo consumo de seus subprodutos, como néctares que apresentam
vitamina C proveniente das frutas e/ou adicionados. Porém, dissolvida em agua, como em
bebidas, a vitamina C é muito sensivel a degradacéo pela luz, oxigénio e/ou temperatura, sendo
afetado durante processamento. O esquema da oxidacao do acido ascérbico esté representado
na Figura 2 (MAIA, MONTEIRO & MAGALHAES, 2001).

CHyOH ~—CHOH—HC— 6——0H
7

0.
SC—C¢—0H

Q
Acido uscdrbico \_2H+

CH20H—CHOH —/HC— c—=0

C
C—C=—0

+2x’ o
Kcido dehidrogscérbice

CHpOH—CHOH —CHy;—C=—=0

ROOC—C=—0
Acido 2ceto, 3ceto hexurnico
yzo
A HC—CH
COz "

HC ¢ —CHO

o]
Furfural

Figura 2.0Oxidacdo do acido ascorbico (Fonte: OETTERER,2016).
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4.2. Compostos fenolicos

Compostos fendlicos séo resultados do metabolismo secundério das plantas, atuando no
mecanismo de defesa contra raios ultravioletas. Formam um grupo de mais de oito mil
estruturas conhecidas, dessas algumas estao presentes na dieta humana em teores significativos.
A estrutura basica dos polifendis consiste em um anel aromatico com um ou mais grupos de
hidroxila e frequentemente conjugada com aglcares (GOLLUCKE & TAVARES, 2007).

Esta classe de compostos apresenta uma grande variedade e divide-se em: flavonoides
(polifendis) e nao-flavonoides (fendis simples ou &cidos). Os flavonoides encontram-se
amplamente distribuidos em frutas e vegetais em muitas formas, como: flavondis, flavonas,
flavanonas, catequina (Figura 3A), antocianinas (Figura 3B), isoflavonas e chalconas. Ja na
classe de ndo- flavonoides estdo os acidos hidroxicindmicos e hidrobenzbicos, 0s principais
fendlicos derivados dos éacidos hidroxicindmicos sdo os &cidos cumarico, cafeico e ferulico,
dentre os derivados dos &cidos hidrobenzdicos estdo os &cidos salicilico, galico, elagico,
protocatéico e vanilico (SILVA et al., 2010).

A B

Figura 3. Estrutura quimica das catequinas (A) e antocianidinas (B) (Fonte: SILVA et al., 2010).

Dentre todas as classes de compostos fendlicos ocorrentes na natureza as antocianinas
fazem parte do grupo dos mais presentes nos alimentos. Até o momento 600 tipos de
antocianinas sdo conhecidas, dentre essas merece destaque as antocianidinas que costumam
estar ligadas a agUcares ou acilados por um outro fendlico ou &cido alifatico. Dentre os 23 tipos
conhecidos de antocianidinas somente seis sd0 mais comuns em plantas: pelargonidina,

cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Figura 4) (GIULIANI et al., 2016).
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OH

Anthocyaning R1 R2
Pelargonidin-3-glucoside H H
Paonidin-3-gluceside OCH, H
Cyanidin-3-glucoside QOH H
Makidin-3-glucoside OCH, DCH,
Patunidin-3-glucosida OCH, QOH
Delphidin-3-glucesida OH OH

Figura 4. Estrutura quimica das seis antocianinas mais comuns na dieta humana (Fonte: GIULIANI et
al., 2016).

Dentre os compostos fendlicos presentes na uva destacam-se flavan-3-ols, flavonais,
acidos fenolicos, resveratrol e antocianinas. Juntos os compostos fendlicos séo o terceiro maior
constituinte de uvas e derivados, perdendo apenas para carboidratos e acidos organicos. As
antocianinas dos tipos cianidina-3,5-diglicosideo e a malvidina-3,5-diglicosideo séo
majoritarias em uvas do tipo Vitis labrusca L. (uvas tipo: Isabel, Concord, Bordo e Niagara)
que representam cerca de 80% das uvas processadas na producéo de suco de uva (TOALDO et
al., 2015)

A concentracdo de compostos fendlicos em derivados da uva, como sucos e vinhos, é
diretamente relacionada com o método de extracdo, contato com casca e sementes, alem de
fatores geograficos, 0 modo de cultivo, clima, solo, exposicao a luz e o grau de maturacao das
uvas utilizadas no processamento. Além disso, por serem compostos fotossensiveis, sujeitos a
oxidacdo, termolébeis, com estabilidade dependente do pH, o processamento utilizado durante
a producdo de sucos é outro fator determinante para a quantidade final desses compostos
(GOLLUCKE & TAVARES, 2007).

Muitas pesquisas tém sido desenvolvidas nas Gltimas décadas para determinar os efeitos
dos compostos fendlicos na salde humana, essas pesquisas apontam propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorio e antimicrobiana. Sendo assim esses compostos chamam

atencdo por poderem atuar na prevencdo e como agente terapéutico em doengas cronicas, por
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reduzirem o estresse oxidativo das células, apresentam caracteristicas anticarcinogénicas, alem

de diminuirem o risco de doencas cardiovasculares (GIOXARI et al., 2016).

5. METODOS TRADICIONAIS PARA ANALISE DE PIQ (PADRAO DE
IDENTIDADE E QUALIDADE) EM NECTAR E COMPOSTOS FENOLICOS
EM SUCOS: CONTAMINACAO AMBIENTAL E PERIGOS ANALITICOS

A determinacdo de agucares totais através de métodos classicos sdo na sua maioria
fundamentados em reducdo de ions ou desidratacdo dos acUcares e para tal, fazem uso de
solucdes alcalinas (Solucédo de Fehling e hidréxido de sodio 20 e 40%, por exemplo) ou acidos
concentrados — substancias toxicas e dificil de serem descartadas apropriadamente —, além de
serem laboriosas com vaérias etapas, algumas com duracdo de 2 horas, que no caso de métodos
titulométricos levam a resultados relativamente grosseiros, dependendo da préatica do analista
(SILVA et al., 2003; HORWITZ, 2006). Além da analise de acucares totais, a determinacao da
acidez também aplica solugdes basicas tdxicas (hidréxido de sédio).

As anélises empregadas para conhecimento do teor de vitamina C em produtos como
néctar de frutas sdo comumente realizadas com emprego de métodos tradicionais, como o
método descrito pela AOAC (2006) para a quantificacdo de &cido ascérbico. Esse procedimento
faz uso de reagente toxico, como o 2,6-diclorofenolindofenol (DFI), que representa risco de
contaminagdo ambiental por se tratar de um agente oxidante, assim como apresenta risco de
contaminacdo para o analista, sendo necessario o uso de 6culos de protecdo, luvas e méascara,
pois 0 composto pode causar irritacdo na pele, no sistema respiratorio e nos olhos. Além dos
cuidados em relacdo ao DFI, a determinacdo de &cido ascérbico deve ser realizada na auséncia
de luz ou em luz quase inexistente para evitar a oxidacao do &cido ascorbico e a reducdo do DFI
antes da reacdo entre os dois ocorrer. Ademais, para se obter os resultados de todas as analises
exigidas pelo P1Q, através de técnicas e metodologias distintas, é necessaria uma alta demanda

de tempo.

Dada a importancia dos compostos fenolicos, incluindo antocianinas na dieta humana é
cada vez mais interessante o desenvolvimento de métodos que nos permitam saber a quantidade
ingerida em alimentos costumeiramente consumidos. Muitos trabalhos de pesquisa tém
apresentado propostas de métodos para possibilitar o conhecimento dos teores de bioativos em
alimentos. No geral, para a determinagdo do teor de compostos fenolicos e de antocianinas
totais normalmente a amostra passa por uma extracdo inicial que geralmente é feita com
solvente organicos polares (ex.: etanol, metanol e acetona) acidificados ou ndo (ex.: acido

trifluoracético, acido acético). Os solventes utilizados nessa etapa apresentam diferentes niveis
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de toxicidade que podem causar risco ao manipulador e gerar residuos toxicos que necessitardo
de tratamento adequado. Seguindo a etapa de extragdo, a determina¢do dos compostos é
geralmente feita em espectrofotdmetro ou em Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(HPLC), equipamentos que exigem grau de treinamento por parte do manipulador além de um
alto investimento na aquisicdo de equipamentos (GIULIANI et al., 2016; SHIBAMOTO &
BJELDANES, 2014).

Para a realizacdo de cada analise é, portanto, necessario a aplicacdo de uma nova
metodologia e/ou técnica analitica, por vezes, em diferentes equipamentos, que necessitam de
diferentes procedimentos para preparo de amostra, 0 que demanda tempo para obtencdo de
todos os resultados necessarios para a certificacdo do PIQ em néctares e das caracteristicas

bioativas em sucos.

6. METODOS ESPECTROSCOPICOS (NIR E MIR) COMO ALTERNATIVAS
PARA PIQ E COMPOSTOS FENOLICOS EM SUCOS E NECTARES

6.1. Espectroscopia no infravermelho e aplicacdo em alimentos
A radiacdo na regido do infravermelho altera os niveis vibracionais, quando absorvida
por uma molécula orgénica. Esse processo € quantizado e o espectro vibracional resultante
aparece como uma série de bandas que sdo caracteristicas de determinados grupos de atomos
gue permitem ao analista, através do estudo detalhado do espectro e consulta de tabelas de

informac0es estruturais, realizar a identificacdo de compostos (SILVERSTEIN, 2006).

A regido espectral que corresponde ao infravermelho compreende a radiagdo com
nimeros de onda no intervalo de aproximadamente 12800 a 10 cm™. Do ponto de vista da
aplicacdo como dos instrumentos empregados, o espectro infravermelho é dividido em
infravermelho préximo (NIR — do inglés, Near Infrared), médio (MIR — do inglés, Middle
Infrared) e distante (FIR — do inglés, Far Infrared), como pode ser observado na Tabela 2
(SKOOG, 2002).

Tabela 2. Regides espectrais no infravermelho.

Regido no infravermelho Intervalos de nimero de Intervalos de comprimento
onda (v) - (cm™) de onda (A) - (nm)
Proximo (NIR) 14000 a 4000 750 a 2500
Médio (MIR) 4000 a 400 2500 a 25000

Distante (FIR) 400 a 100 25x10°% a 100x 103
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De maneira geral, com base na relacdo estabelecida entre energia e comprimento de
onda pelo efeito fotoelétrico, NIR permite uma melhor penetracdo da radiacdo na amostra por
apresentar maior energia em comparacdo ao MIR, e por consequéncia obtém-se um espectro
mais sobrecarregado de combinacdes, sobreposicfes de bandas e sobretons. Porém, esse
sobrecarregamento de informacdes dificulta a interpretacdo dos espectros, quando comparado
com a interpretacdo dos dados obtidos por MIR, que apresenta em seu espectro informagoes
das vibracdes fundamentais (BELLON-MAUREL & MCBRATNEY, 2011; RIBEIRO, 2012;
SHIROMA & RODRIGUES-SANOA, 2009; DE OLIVEIRA et al., 2014).

Métodos espectroscdpicos associados a métodos de analise multivariada-quimiometria-
fornecem resultados rapidos e confiaveis para quantificacdo e qualificacdo de diversas
amostras, ademais € uma técnica nao invasiva, ndo destrutiva, com manipulacdo de amostra
minima e de baixo custo ja que dispensa reagentes especificos ou uso de materiais para preparo
de amostra (MORGANO et al., 2005).

Por conta dessas caracteristicas a espectroscopia no infravermelho proximo e médio
(NIR e MIR) vem sendo aplicado com sucesso no controle de qualidade de diversos produtos
agroalimentares, tanto de origem animal quanto de origem vegetal, fornecendo informacdes
analiticas sobre constituintes dos alimentos exigidos pelo Ministério da Agricultura, como
micro-organismos, gorduras, fibra, matéria seca, umidade, e outros ndo obrigatorios, mas de
interesse nutricional como valores energéticos, capacidade antioxidante, aminoacidos
(BORGES et al., 2001; CHEN et al., 2012; SHIROMA & RODRIGUES-SANOA, 2009; DE
OLIVEIRA et al., 2014).

Diversos estudos foram realizados aplicando as espectroscopias NIR e MIR para
avaliar atributos de qualidade, como so6lidos sollveis, acidez, teor de acido ascérbico,
concentracdo de etanol, entre outros, em macd, maracuja, goiaba e peras (LIU, FU, CHENG,
2007; MANIWARA et al., 2014; MENDOZA et al., 2011; PAZ et al., 2008, GUTIERREZ
DEVIA et al., 2015; BAG, SRIVASTAV, MISHRA, 2011; MUSINGARABWI et al., 2016;
NOGALES-BUENO et al., 2015a; NOGALES-BUENO et al., 2015b.) e subprodutos de frutas,
como néctares e sucos de frutas como tomate (determinacdo de agucares redutores, sélidos
soluveis, viscosidade, entre outros), uva (diferenciacdo de variedades) e blend de uva
(determinacdo da concentracdo de uva concérdia em um blend de uva) e macgad (comparacao
entre tratamento térmico e diferentes variedades). Esses estudos tém sido confirmativos na
possibilidade do uso de técnicas espectroscopicas para a determinagdo dos parametros

estudados por eles, demonstrando a qualidade, versatilidade e aplicabilidade dessas técnicas na
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area de alimentos (AYVAZ et al.,, 2016; SNYDER et al., 2014; REID et al., 2005;
COZZOLINO et al., 2011a; COZZOLINO et al., 2011b).

Para a interpretacdo dos dados gerados pelas analises de NIR e/ou MIR é necessario o
uso de ferramentas quimiométricas. Quimiometria pode ser definida como uma disciplina da
quimica que faz uso de ferramentas matematicas, estatisticas e ldgicas para extrair 0 maximo

de informacdes possivel dos dados de um experimento (MARINI, 2016).

Com o advento de novas tecnologias a quantidade de informagéo adquirida com cada
experimento aumentou vertiginosamente e no ambito de organizar e analisar uma massa de
dados a quimiometria torna-se Util em diversos campos de estudo, tais como a astrofisica, a
fisica de particulas, as geociéncias, as ciéncias sociais, a biologia molecular, a genética
molecular, a neurociéncia, a meteorologia e ciéncias ambientais (FERREIRA, 2015).

Para uma boa andlise de dados é importante seguir um conjunto de etapas, que inclui a
organizacao e preparacao dos dados seguida de uma analise exploratoria, e se for interessante,
construcdo de um modelo de classificacdo (qualitativo) ou de regressdo (quantitativo)
(FERREIRA, 2015).

A anélise de componentes principais (Principal Component Analysis-PCA) é a anélise
exploratdria mais conhecida na quimiometria e é uma formulacdo matematica que possibilita a
reducdo da dimensdo de dados, assim permitindo a identificacdo de padrbes no conjunto de
dados de forma que seja possivel destacar as suas semelhancas e diferencas. Uma vez que esses
padrdes sdo encontrados podem ser suprimidos & uma componente principal (Principal
Component- PC) (SANTO, 2012).

Dentre os métodos usados para a regressdao multivariada dos dados encontram-se:
Minimos Quadrados Classicos (CLS), Minimos Quadrados Inverso (ILS), Regressdo de
Componentes Principais (PCR), Minimos Quadrados Parciais (PLS), Regressdo Linear
Multipla (MLR), sendo o método PLS o mais utilizado gracas a sua robustez, ou seja, uma vez
determinados os parametros do modelo ndo se alteram de maneira significativa quando novas
amostras sdo acrescentadas ou retiradas do conjunto utilizado para a calibragéo, tornando o
método adequado para aplicacOes de fim industrial onde os padrfes nem sempre se mantém
rigorosamente iguais durante o processamento (LEITAO, 2005; PARREIRA, 2003).

Para avaliagdo da performance dos modelos de regressdo como o PLS varios parametros
podem ser empregados, dentre os mais utilizados encontram-se: 0 PRESS (Prediction Residual
Error Sum of Squares), 0o RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration) e 0o RMSEP (Root

Mean Square Error of Calibration) - Equages 1,2 e 3 respectivamente. A minimizacao desses
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valores afirma a qualidade e confiabilidade do modelo construido e sdo essenciais para

mensurar a sua performance de predicao.

PRESS= X (Yprevisto-Ymedido)? (1)
N . _ ) 2

RMSEC:\/ZL:l(VpremstIS\(’J Ymedldo) (2)
k . _ ) 2

RMSEP:\/Zi:l(Vpremst: Ymedldo) (3)

Onde: Yprevisto € 0 Valor previsto pelo modelo; Ymedido € 0 Valor medido para a amostra; N
€ 0 numero de amostras utilizado no conjunto de calibracéo e k € o nimero de amostras usadas

no conjunto de validacdo externa.

A regressdo PLS, assim como os parametros utilizados para avaliar a performance do
modelo final, podem ser obtidos através do uso de diferentes softwares como, MatLab, Excel
(com XLSTAT), The Unscrambler, Statistica, entre outros. A aplicabilidade desse tipo de
regressdo multivariada é vasta em alimentos. Viegas et al. (2016) utilizou a regresséo
multivariada PLS em dados obtidos por NIR para a determinacdo da concentracdo total de
compostos fendlicos e antocianinas em jambo-vermelho, obtendo pardmetros excelentes em
relacdo a performance dos modelos construidos; Fernandez-Espinosa (2016) também fez uso
do NIR (on-line) com aplicacdo do PLS, com sucesso, para construcao de modelos de predicdo
dos parametros de qualidade (acidez total, lipidios totais e umidade) de trés espécies de
azeitonas intactas; De Souza et al. (2015), obteve dados pelo MIR que foram usados para a
construcdo de modelos PLS que detectam a adulteracdo de dleo extra virgem de sementes de
linhaca com baixos valores de erro; Romera-Fernandez et al. (2012) utilizou MIR para

construcdo de um modelo PLS que determinava a concentracdo de antocianinas em vinho.

Todos esses estudos recentes demonstraram que o método de regressao PLS aplicado
em dados obtidos atraves de tecnicas espectroscopicos NIR e/ou MIR figura como uma
importante opcdo de anélise eficiente, rapida e quimicamente verde em alimentos, podendo ser
uma possibilidade real de substituto a varias técnicas tradicionalmente utilizadas na anélise de

alimentos, e significam um grande avango nesse campo.

Diante disso, esse estudo teve como objetivo a utilizacdo de técnicas espectroscopicas,

NIR e/ou MIR, como método alternativo as andlises quimicas tradicionais aplicadas para o
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controle dos pardmetros de qualidade dos néctares de caju e goiaba e para a determinagéo de

compostos bioativos em suco de uva integral.

Para tanto, foram avaliados os Parametros de Identidade e Qualidade (P1Q) de amostras
de néctar de caju e goiaba- acidez total titulavel, acUcares totais, solidos sollveis, pH e acido
ascorbico- com o uso de métodos descritos pela AOAC (2005). As mesmas amostras foram
analisados por NIR para a obtencdo de espectros, em seguida, para analise dos dados foram
realizados pré tratamentos- centrar na média, MSC (Multiplicative Scatter Correction)- e foram

determinados modelos PLS para cada parametro analisado.

Ainda foram analisadas amostras de suco de uva para a determinacdo dos teores de
polifendis e antocianinas totais com uso de metodologias descritas pela AOAC (2005) e por
Guisti e Wrolstad (2001). Foram obtidos espectros nas faixas do infravermelho proximo e
médio para cada amostra de suco de uva, esses espectros foram pré tratados matematicamente-
centrado na média, SNV (Standard Normal Variation)- e entdo foi determinado um modelo NIR

e MIR para cada parametro analisado.
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ABSTRACT
The fruit beverage industry is growing, boosted by the pursuit of a healthy lifestyle. In this

context, beverages as cashew apple and guava nectar are an important source of ascorbic acid
and other bioactive compounds. This article reports a study that aimed at applying near-infrared
spectroscopy (NIR) along with multivariate calibration based on partial least squares (PLS)
regression for quality control of cashew apple and guava nectars. Total acidity, total sugars,
soluble solids, pH, and ascorbic acid contents were analyzed by traditional wet chemical
methodologies and NIR. All models presented adequate accuracy for prediction, with
coefficient of determination above 0.7, standard errors of calibration (RMSEC), and prediction
(RMSEP). Above all, the ascorbic acid models obtained satisfactory accuracy (RMSEP= 4.80
mg/100g for cashew apple and RMSEP= 7.44 mg/100g for guava nectar), thus proving that
replacement of traditional methodology by NIR can be viable and recommended since it is

faster and environmentally friend.

Keywords: Near infrared; juice; fruit; ascorbic acid.
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7.1. Introduction

Brazil is the third biggest fruit producer in the world; being evident its fruit production
potential. The production of cashew apple (2 million tons/year) and guava (345 thousand
tons/year) is relevant in the Brazilian economy, especially to the agro-industrial sector. These
fruits had their consumption boosted by the crescent search for a healthier lifestyle. In this
context, the high concentration of vitamin C in cashew apple (230 mg/100g) and guava (600
mg/1009), is a big attractive to consumers. Besides, they represent a good source of antioxidant
compounds (eg.: carotenoids), fibers, calcium, sodium, iron and phosphorus (Amorim et al.,
2015; IBGE, 20123; IBGE, 2012b; Wang et al., 2009; Ki Lin et al., 2013; Lemos et al, 2015;
Zienlisk, 2014).

These fruits are not only consumed in natura, but also widely used in the production of
several products, such as jam, soda, and nectar. In particular, the fruit beverages sector has been
growing at significant rates. The nectar and fruit juice sector in Brazil earned US$1.9 billion
from the sale of 476 million liters of products, which represented an 11% sales growth in a one-
year period (2007-2008). Part of this expansion is related to the fact that nectars, especially
cashew apple and guava, are a good source of ascorbic acid and other micronutrients as well as
the fruits which they are derived (Lemos et al, 2015; Zienlisk, 2014).

Its relevant knowing that, nectar is an unfermented drink produced by dissolving fruit
pulp and sugar in water, intended for direct consumption. Furthermore, it can be added to acids.
Several countries have specific legislation for quality pattern of fruit nectar. Mexico, Colombia,
Canada and Europe Union specify the analyzes which must be carried out in these products,
such as soluble solids, pH, total acidity, and, in some of them, ascorbic acid content. The
legislation which regulates this sector in Brazil (2003) demands some parameters to guarantee
the safety and quality of nectars, such as total acidity, total sugars, soluble solids and ascorbic
acid contains (Table 3). Those are usually done following the official methods that demand the
use of toxic reagents, which represent a risk for the operator and toxic waste generation. In
addition, the time spent on these analyzes is high and sometimes they require intensive labor
(Lemos, 2012; Galusk, Migaszewski & Namiesnik, 2013; Canada, 2013; Mexico, 2009;
Colombia, 1991; Spain, 2005).
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Table 3.1dentity and pattern do cashew apple and guava's nectars according the legislation of Brazil
(2003)

Analyzes Cashew apple*  Guava*
Soluble solids (°Brix) 10,00 10,00
Total acidity, in citric acid equivalent (g/100g) 0,12 0,10
Total sugars (g/1009) 7,00 7,00
Ascorbic acid (mg/100g) 15,00 14,00

*Expressed as minimum values.

Near infrared spectroscopy (NIR) is a non-invasive, non-destructive, and rapid method
which has several advantages, such as minimal or no sample preparation, no need of toxic or
harmful reagents, no laborious chemical analyzes and experienced laboratory staff, fitting as a
green methodology. Several studies have been developed applying this technique to quality
control in fruits; such as determination of vitamin C in apples, soluble solid content and acidity
in oranges and others citrus fruits, color in strawberries, and sucrose in date fruits (Yuan et al.,
2015; Pissard et al.,2013; Ruslan et al., 2012; S&nchez et al., 2012; Mabood et al., 2015 ).

However, NIR can only be potentially applicable when combined with chemometrics.
Different methods of regression are used for calibration, for instance, Least Squares Support
Vector Machine (LS-SVM), which was used to calibrate ascorbic acid, total polyphenol, and
sugar content in apples; Modified Partial Least Squares (MPLS), which was used to determine
color, firmness, soluble solids and titratable acidity; and Partial Least Squares (PLS) which is
the most used among the methods mentioned above. The PLS has been particularly successful
applied in calibration models for NIR spectroscopy because it uses the y parameter actively in
determining the regression factors from spectral data (Sanchez et al., 2012; Pissard et al., 2013;

Rodriguez- Sanoa et al. 2001).

Therefore, this study aimed at applying near infrared spectroscopy, in conjunction with
chemometrics for the development of PLS calibration models and quality control of cashew
apple and guava nectars in the quantification of the parameters required for the Brazilian
legislation.

7.2. Material and Methods
7.2.1 Materials

It was acquired 70 samples (for different brands)of guava and cashew apple nectar, each,
in local markets of Campinas- SP and Belém- PA, Brazil. The samples were divided in two
portions, one for chemical analysis and another to obtain the spectral data. All samples were
stored at -18°C until the analysis execution.
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7.2.2 Chemical Analysis

The parameters analyzed were: acidity, total sugars, soluble solids, pH, and ascorbic
acid. All chemical analysis was carried in triplicate and the mean values were used in the

sequence of the study.

The acidity of the samples was determined titrimetrically in citric acid equivalent
according to the method described by AOAC 942.15. Total sugar contents were measured
titrimetrically according to AOAC 923.09. Soluble solids were identified using a refractometer
according to AOAC 932.12. The pH was determined using pH meter according to AOAC
981.12 (AOAC, 1998). The ascorbic acid content was identified titrimetrically by reduction of
2,6- dichlorophenol indophenol. This method was described by AOAC 967.21 with adaptation
(Benassi and Antunes, 1988; AOAC, 1998).

7.2.3 NIR spectroscopy

About 2 grams of each sample was placed into a petri dish, the liquid reflector (Perkin
Elmer-Waltham, USA, Part Number L118-0503) was placed on top of the sample and carefully
pushed against the glass before scanning. Transflectance measurements were conducted using
near infrared reflectance accessory (Perkin Elmer-Waltham, USA, model NIRA) in
spectrometer FT-NIR (Perkin Elmer-Waltham, USA, model Spectrum 100N) in a range of
10,000-4,000 cm, with 4 cm™ of resolution. All data was obtained in triplicate and the mean

was used in subsequent calculations.
7.2.4 Chemometrics

The spectra data were processed using the PLS Toolbox for Matlab version 5.2 (The
Math Works, 2009; Eigenvector, 2010). The preprocessing data involved Multiplicative Scatter
Correction (MSC) to minimize light scattering that could affect the results, first derivative using
Savitzky-Golay algorithm with smoothing window of 21 points, and the data were mean
centered. Cross-validation was used for the determination of the ideal number of latent variables
in all PLS models.

Outliers were detected and excluded based on Student residuals and leverage to improve
the quality of the model. To avoid overfitting, the latent variables (LV) were chosen between

five and eight.
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The spectra were randomly divided into calibration and validation sets, where
calibration represented 75% of all samples and validation 25% of the samples.

Partially Least Squares (PLS) regression was the chosen method for model calibration.
In order to evaluate the performance of the obtained models, it was measured the coefficient of
determination (R?), the Root Mean Square Error of Prediction (RMSEP), and the Root Mean
Square Error of Calibration (RMSEC).

7.3. Results and discussion
7.3.1 Chemical measurements

Acidity, total sugar, soluble solids, pH, and ascorbic acid contents for cashew apple
nectar and guava nectar evaluated are shown in Table 4. Range, mean, and relative error for
each chemical analyzes are given, between parenthesis are shown the values demanded by the
Brazilian legislation. According to the values established by the Brazilian legislation (2003),
all samples in this study were within the required standard, with the exception of the ascorbic
acid content and soluble solids. The samples that did not reach the established values for total
sugar were light. The irregular samples for soluble solids of guava nectar were the light ones,
and one of them was not light. When it comes to soluble solids in cashew apple nectar, fourteen
samples were irregular, four of them were light (Table 4). The brix scale for determination of
soluble solids is applied to pure sucrose solutions. Fruit nectars have other compounds besides
sucrose, and they may cause interference in the determination of soluble solids.

Compounds, such as citric acid (used as acidulant in nectars), may be interfering in the
samples that present results below the threshold, causing an error in the brix determination
(Stevens and Baier, 1939).

Some samples presented ascorbic acid content below the minimum allowed by the
Brazilian legislation: six of cashew apple nectar and eleven of guava nectar. Since ascorbic acid
is heat-labile and heating is a traditional treatment in processing technologies, pasteurization
can be the responsible for those low contents (Gabriel, et al, 2015a). Along with the
temperature, other attributes could affect negatively the presence of ascorbic acid in products,
such as pH, moisture content, oxygen and metal ion catalysis (Gabriel, et al., 2015b).
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Table 4. Determined parameters of cashew apple and guava nectars and the number of samples
disccording of the Brazilian's legislation.

Range Mean + SD NIS
Cashew apple nectar
Acidity (%) 0.12-0.32 0.23+0.01 0 (<0.12%)
Total Sugars (%) 1.43-11.58 8.60 £ 0.13 4 (<7%)
Soluble Solids (°Brix) 2.13-12.39 10.33 £ 0.02 14 (<10°B)
pH 3.24 -3.87 3.53+0.01 -
Ascorbic Acid (mg/100g) 8.14 —114.92 28.06 + 1.28 8 (>15 mg/100g)
Guava nectar
Acidity (%) 0.17-0.38 0.29+0.01 0 (<0.10%)
Total Sugars (%) 1.26 —9.96 7.38 £0.27 9 (<7%)
Soluble Solids (°Brix) 2.19-12.78 9.95+0.02 10 (<10°B)
pH 3.34-4.05 3.68 £ 0.02 -
Ascorbic Acid (mg/100g) 6.41 — 66.68 24.26 +0.93 14 (>14 mg/1009)

SD: Standard deviation.
NIS: Number of Irregular Samples

7.3.2 PLS calibration and prediction models.

Analyzing the raw spectral data (Figures 5A and 5B) for cashew apple and guava nectars
it can be noted a great similarity, since both presented high water volume, then, strong water
absorption peaks in 6900 cm™ (first overtone by O-H) and 5200 cm™ (O-H combination)
(Rodrigez-Sanoa et al., 2001; Xie et al., 2009).

Raw Spectra (logl/R)

“itooa 9000 8000 7000 6000 5000 4000

Raw Spectra (log1/R)

0.5
10000 3000 8000 7000 6000 5000 4000
Wavemmber (cru-1)

Figura 5. Spectra data obtained to cashew apple (A) and guava juice (B).
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Table 5 shows the preprocessing and the wavelength range used in the construction of
calibration models. In order to optimize the results obtained by the PLS calibration, the data
were preprocessed by applying MSC to correct the light scattering caused by the presence of
high water contents and some heterogeneous particles, this preprocessing is normally necessary
when the sample presents this characteristic. To reduce the noise and the baseline offset present
in spectra data, it was applied the first derivate (with window of 21 points) using the Savitzky-
Golay method (Shao & He, 2007; Nicolai et al., 2007).

Afterward, the spectral range was selected. The final part of the spectra data —for all
models- was complicating the modeling process, on that account, this part of the spectra has
been removed. The same difficulty was faced by Alamar et al. (2016) to build PLS models for
assessing the quality of frozen fruit pulps. The initial section of soluble solids and pH models,
for both nectars, refers exclusively to the baseline, and it was removed to improve the models
quality. In the construction of the ascorbic acid PLS model it was necessary to remove the water
band (=5200cm™). Nectars presented a strong signal in this wavenumber as a result of its
composition, and it was negatively affecting the modeling, the same strategy was used by Xie
et al. (2009) to create PLS models to quantify sugars in bayberry juice.

Table 5. Preprocessing for spectra data of cashew apple and guava's nectar.

Cashew Apple Guava
Spectral Spectral Range

Preprocessing

Preprocessing Range (cm) (cm?)
Acidity 8804-4450 8781-4519
Total sugar .y . . . 10000-4505 o 10000-4505
Soluble solids  * +d|f/'|r 'S"gtjr"e 8790-4491 1M gg'}r’a,\t/'l‘é‘;; 8790-4505
oH eaiSe 8787-4491 o 8771-4533
Acorbic acid 10000-5256: 10000-5267:
5074-4491 5044-4491

MSC: Multiplicative Scatter Correction.

All parameters for PLS calibration models are present in Table 6. The acidity models
for both nectars (Figures 6A and 6B) presented good coefficients of determination (0.75 and

0.79, respectively) predictive and calibration errors about 0.02%.

Coefficient of determination, RMSEP and RMSEC values obtained in this study were
better when compared to the PLS models developed by Bing-fang et al. (2014) which predict

total acid in tomato juice (RMSEP=0.103% and RMSEC= 0.133%) and by Ruslan et al. (2012)
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that consists in the measurement of titratable acidity in orange juice which achieved

RMSEP=0.25% and R?= 0.73.
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Figure 6. Acidity and Total sugar models by NIR to cashew apple (A and C) and guava's nectars (B
and D). Calibration set (®) and Validation set (A).

The cashew apple nectar models for total sugar contents (TS) presented error parameters

superior to the ones presented in the guava nectar models (Figures 6C and 6D).

Although, Fujiwara and Honjo (1995) have found RMSEP=0.3% to TS in strawberry
juice and Fujiwara and Honjo (1996) have presented RMSEP=0.3% to TS in Satsuma Mandarin
juice, both values were lower than the ones obtained in this study for cashew apple model, but

similar to guava model.

The PLS model for soluble solids (SS) in guava nectar presented better RMSEC and
RMSEP when compared to the model obtained by Yao et al.(2013) that measured SS in
watermelon juice (RMSEC=0.461 °Brix and RMSEP=0.480° Brix), and better RMSEP when
compared to the model constructed by Shao and He (2007) that quantified SS in bayberry juice
(RMSEP= 0.42 °Brix). The model of SS in cashew apple nectar achieved a poor coefficient of
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determination and error standard prediction, probably because this parameter is standardized

by the producer which decreases the variability of values compromising the final model quality.

Regarding pH quantification, the models developed to cashew apple and guava nectars
exhibited coefficient of determination above 0.7, RMSEC about 0.06 and RMSEP about 0.1.
All these parameters were better than the ones found by Yuan et al. (2015) who achieved
RMSEP= 0.17 to quantify pH contained in oranges and by Sanchez et al. (2012) who found
RMSEC= 0.3 to determine pH in strawberries.

Table 6.Performance of PLS calibration models for acidity, total sugar, soluble solids, pH and
ascorbic acid in cashew apple and guava nectar.

Cashew Apple nectar

N LV R2  RMSEC RMSEP

Acidity (%) 70 7 0.75 0.022 0.025

Total sugar (%) 66 6 0.71 0.589 0.600

pH 66 7 0.75 0.068 0.123

Ascorbic Acid (mg/100g) 65 7 0.84 4.610 4.800

Guava nectar

N LV R2 RMSEC RMSEP
Acidity (%) 63 7 0.79 0.019 0.024
Total sugar (%) 61 6 0.82 0.297 0.315
Soluble solids (°Brix) 56 5 0.88 0.242 0.301
pH 64 7 0.76 0.063 0.107
Ascorbic Acid (mg/100g) 54 6 0.86 6.410 7.440

N: number of samples; LV: Latent Variable; R2: Coefficient of determination; RMSEC: Root Mean
Square Error of Calibration; RMSEP: Root Mean Square Error of Prediction.

The models constructed to preview ascorbic acid concentration in cashew apple and
guava nectars (Figures 7A and 7B) presented an excellent coefficient of determination, about
0.8, the same value was found by Pissard et al. (2013) in non-destructive measurement of
vitamin C in apples. Cashew apple and guava juice models gave a good calibration and
prediction parameters (RMSEC=4.61 mg/100g and 6.41 mg/100g, respectively) better than
those founded by Ignat et al. (2012) - RMSEC (10.5 mg/100g) and RMSEP (18.33 mg/100g) -

constructing models to predict ascorbic acid in bell peppers.

Magwaza et al. (2013) researched the application of NIR for integrated external and
internal quality assessment of VValencia oranges, the authors obtained a model to predict vitamin
C with RMSEP= 8.01 mg/100mL, comparable to the RMSEP founded to predict ascorbic acid
in guava nectar. A comparative study for least angle regression on NIR to determine internal
qualities of navel orange realized by Liu et al. (2015) founded a RMSEP= 5.6mg/100mL to
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predict ascorbic acid by PLS regression, quite similar to the value of RMSEP presented in
cashew apple nectar in this study.

The RMSEP achieved by Sun et al. (2012) (2.30mg/100g) of ascorbic acid in mandarin
fruit and by Pissard et al. (2013) (2.22 mg/100g) who analyzed ascorbic acid in apples, were
lower when compared to the values presented in this study. However, the number of samples
used by these authors was higher than these used in this article (about 1200 samples).
Comparing both nectars models, it is important to consider that guava nectar presented less
variation in the concentration of ascorbic acid when compared to cashew apple nectar and this
fact could explain the relatively higher RMSEP. When compared to others parameters analyzed,
ascorbic acid presented slightly higher errors values, probably because it is a minority
compound and the large range of concentration could result in a relatively high value of
RMSEP, as related by Hu et al. (2013)
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Figure 7. Ascorbic acid model to cashew apple (A) and guava's nectars (B). Calibration set (®) and
Validation set (A).

7.4. Conclusion
Near infrared spectroscopy has proved to be a useful and applicable technique to
evaluate quality parameters in cashew apple and guava nectar, without the presence of
overfitting or lack of fit, presenting good coefficients of determination and low errors in
prediction and calibration sets. Moreover, NIR presents many advantages: rapid acquisition of
spectra, clean methodology, applicability to online systems, multi-parameters, among others.
These characteristics prove the importance of this new technology in food industry in order to

decrease the time and amount of reagent currently necessary in food analysis as a whole.



40

8. ARTIGO Il

Rapid assessment of total phenolic and anthocyanin contents in grape juice using
infrared spectroscopy and multivariate calibration

Elem T. S Caramés®", Priscila D. Alamar?, Ronei J. Poppi®, Juliana A. Lima Pallone?

4Department of Food Science, School of Food Engineering, University of Campinas, Monteiro
Lobato Street, 80, Zip Code: 13083-862, Campinas, Sdo Paulo, Brazil.

bInstitute of Chemistry, University of Campinas, 13083-970 Campinas, S.P, Brazil.

Paper submitted to Food Research International

ABSTRACT

Grape juice is rich in bioactive compounds that are known for beneficial effects, such
as prevention of cancer and diabetes. The determination of these compounds content has been
carried out following several protocols which generate toxic waste. In this context, infrared
spectroscopy in near (NIR) and mid (MIR) regions were applied for the determination of total
phenolic and anthocyanins content (TPC and TAC, respectively) in grape juice for being a rapid
green methodology. Calibration models were built using Partial Least Squares Regression
(PLSR) to predict TPC and TAC in grape juice. MIR and NIR had a similar satisfactory
performance to predict TAC presenting low RMSEP (4.22mg/100mL and 4.44 mg/100mL). In
TPC prediction, MIR presented a RMSEP (0.21 mgGAE/mL) slightly better in comparison to
the one presented by NIR (0.37 mgGAE/mL). Errors can be considered acceptable for
determination of TPC and TAC in grape juice, qualifying both infrared techniques to replace

traditional wet methodologies, with the advantage of being environmentally friendly.

Keywords: Grape juice; NIR; MIR; phenolic compounds; anthocyanins.
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8.1. Introduction

Owing to its resistance to many fungal diseases and a high productivity, the main
cultivar applied in grape juice processing in Brazil is cv. Isabel (Vitis vinifera x Vitis labrusca).
Nevertheless, Isabel grapes present light color, requiring blending with other varieties of grape,
as the hybrids BRS Cora and BRS Violet (Lima et al., 2015; Yamamoto et al., 2015). Grapes,
as well as the juices produced from them, are known for their significant concentration of
bioactive compounds, such as phenolic acids (e.g., gallic acid), flavonoids (e.g.,
proanthocyanidins), and anthocyanins (Ribeiro et al., 2015; Eshghi; Salehi; Karami, 2014; Lima
et al., 2015).

Grape juice and derivatives are very important commodities in the international juice
trade. In the USA, wine, grape and derivatives generate $162 billion dollars a year; in Brazil,
the consumption of grape juice has grown 400% in 5 years (from 10 million liters in 2007 to 50
million liters in 2012). Grape juice is not only used as beverage but also as ingredient for other
foodstuffs. Furthermore, grape juice meets the growing consumer demand for a product without
preservatives but with color, flavor, high nutritional qualities, high concentration of minerals,

vitamins and phenolic compounds (Hui, 2008; Dani et al., 2016).

Phenolic compounds content in grape juice is affected by culture and post-harvest
conditions, or according to the grape species used in juice production. The mean compounds
founded in grapes, the anthocyanins, are related to a reduction in oxidative stress, they can help
in the prevention of diseases as cancer, arteriosclerosis, diabetes, and neurological diseases. In
addition, anthocyanins have antihyperglycemic and anti-inflammatory effects, besides that,
they are extremely important in sensory attributes as color (Magro et al., 2016; Eshghi; Salehi;
Karami, 2014; Xu et al., 2010; Moreno-Montoro et al., 2015; Lambri et al., 2015).

The determination of bioactive compounds as phenolic compounds and anthocyanins
has been performed by many different methodologies. Spectrophotometric methods are widely
applied in total phenolic compounds quantification; an estimation by measurement of
absorption at 280nm and the Folin-Ciocalteu method are the most used (Lorrain et al., 2013).
Liquid chromatography, coupled or not with mass spectrometry, was also used to quantify these
compounds in many researches (Diaz-de-Cerio et al., 2016; Moreno-Montoro et al., 2015;
Magro et al., 2016). The main problem, when such methodologies are used in the determination,
is the extraction of compounds, which is mainly performed by liquid-liquid or solid-liquid
extraction (Lorrain et al., 2013), resulting in the generation of wastes which are toxic for both

environment and operator. Moreover, the fact that phenolic compounds are photosensitive leads
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to the need of using amber glassware and/or manipulation under reduced brightness to maintain
the compounds stability during chemical analysis.

In the recent years, a number of analytical approaches are being used to monitor food
quality, such as vibrational spectroscopy, including infrared spectroscopy (near and mid
regions), Raman spectroscopy, and hyper/multispectral imaging. These techniques are non-
invasive and non-destructive, require a small amount of sample, do not require extraction, and
can be used on-line (Lohumi et al., 2015; Ropodi; Panagou; Nychas, 2016). Near infrared (NIR)
spectra (10,000 — 4,000 cm™) provide information from overtones and their combinations, while
mid-infrared (MIR) spectra (4,000 — 400 cm™) give information from fundamental molecular
vibrational frequencies. Therefore, the spectra obtained by MIR are straightforward (de Oliveira
et al., 2014; Shiroma; Rodriguez-Saona, 2009). Despite the differences between the analysis of
NIR and MIR spectra, both require the application of chemometrics to develop models and to
obtain other data (Hell et al., 2016).

Several works have been developed applying NIR and MIR spectroscopies to evaluate
quality and to quantify different chemical compounds in food products, food authenticity, and
adulterations (de Oliveira et al., 2014; Bag; Srivastav; Mishra, 2011; Shiroma; Rodriguez-
Saona, 2009; Hell et al., 2016; Martelo-Vidal, Vazquez, 2014, Mendes et al., 2015, Li et al.,
2013, Ignat et al., 2012, Wang and Xie, 2014).

This article reports a study that aimed at applying the techniques NIR and MIR for the
determination of total phenolic compounds and anthocyanins contents in grape juices consumed

in Brazil as alternatives for routine analysis.

8.2. Materials and Methods
8.2.1 Materials

A total of 65 (sixty-five) commercial samples of grape juice (information about cultivars
were not avaible) were acquired in local market and analyzed. Sixty-two samples were products
of different brands and lots, and three of them were obtained by lyophilization (Terroni
Equipamentos Cientificos, Brazil, Série LS). The commercial sample of grape juice with the
highest phenolic content was concentrated by liophilization during 30 minutes, 60 minutes and
90 minutes. This process was carried out in order to ensure greater variability of the results to

construct a calibration model with large values.
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8.2.2 Total anthocyanin content analysis

It was analyzed the total content of anthocyanins in 65 samples of grape juice. The
extraction was carried out mixing the grape juice with a solution of HCI 0.1 mol/L at room
temperature (25°C) for 30 minutes in dark room. The samples were centrifuged 3600rpm/10min
to remove the solid particles, the supernatant was collected according to reference method with
modifications (AOAC method 2005-02; Guisti and Wrolstad, 2001). The absorbance was
recorded with spectrophotometer (Hithachi High-Technologies, Japan, U-2900) in wavelengths
of 520nm and 700nm, for both solutions, pH 1.0 and pH 4.5.

8.2.3 Total phenolic compounds content

The total phenolic content (TPC) was determined in the 65 samples of grape juice
according to Singleton and Rossi (1965). The extract of the samples was obtained according to
Paz et al. (2015). A volume of 500uL of sample extract, 75uL of water, 250uL of Folin
Ciocalteu 1mol/L reagent, and 1250uL of sodium carbonate was placed in the cuvette for 30
minutes in dark room. The absorbance was determined at 700nm in spectrophotometer
(Hithachi High-Technologies, Japan, U-2900). To calculate the phenolic concentration in
samples, a calibration curve was done using Gallic Acid (GA) as standard antioxidant; the

results were expressed in gallic acid equivalents (GAE).
8.2.4 Spectra acquisition

About 2 grams of each sample was placed in a petri dish, the liquid reflector (Perkin
Elmer-Waltham, USA, Part Number L118-0503) was placed on top of the sample and carefully
pushed against the glass before scanning. Transflectance measurements were conducted using
near infrared reflectance accessory (Perkin Elmer-Waltham, USA, model NIRA) in
spectrometer FT-NIR (Perkin Elmer-Waltham, USA, model Spectrum 100N) in the range of
10,000-4,000 cm-1, with 4 cm™ of resolution. All data was obtained in triplicate and the mean

was used in subsequent calculations.

All spectra data of Fourier Transformation mid infrared (MIR) were determined using
the attenuated total reflectance (ATR-FTIR) technique (Agilent technologies, USA, Cary 630
FTIR Spectrometer). They were collected with 64 scans, 4 cm™ of resolution, in wavenumber
range of 4000cm™ to 400cm™.
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8.2.5 Chemometrics

Spectra data were processed using the PLS toolbox for Matlab version 5.2 (The Math
Works, 2009; Eigenvector, 2010). For noise reduction and scattering correction, preprocessing
was applied to it. It was used in this work the method of data smoothing based on the Savitzky-
Golay algorithm, mean center, and standard normal variate (SNV). Cross-validation was used
for number of latent variables (LV) optimization in each model, and the number of LV chosen

was four and seven, for TAC and TPC, respectively.

Outliers were identified and excluded based on high values of Student residuals and

leverage in order to improve the quality of the calibration model.

The samples were divided into calibration and validation sets to perform external
validation, where 75% of samples were used in the calibration set and 25% represents the

validation set.

The partial least squares regression (PLSR) was the methodology chosen for building
the calibration model. To evaluate the quality of the obtained models, it was calculated the
coefficient of determination (R?), the root mean square errors of calibration (RMSEC) and
prediction (RMSEP).

8.3. Results and Discussion

8.3.1 Chemical analysis

A summary of the total polyphenols (TPC) and total anthocyanins content (TAC) in
grape juice samples evaluated are presented in Table 7. Range, mean and coefficient of variation
are given for each analysis. A phenolic content study of red grapes from the South of Brazil
(Vitis Labrusca L.) determined values of 2015.00 GAEmg/L for TPC and 420.01 mg/L for
TAC, using conventional wet methodology. Those values were superior to the ones founded in
this work and these differences may occur since phenolic compounds content are dependent of
various factors as culture conditions, post-harvest conditions, or according to the grape species
used in juice production, as well as, the methodology applied to determined TPC and TAC.
Other studies with anthocyanins and phenolic contents in grape were done, most of them in
grapes V. vinifera or hybrids used to wine production (Fraige et al., 2014; Lambri et al., 2015;
Toaldo et al., 2015). Grape juice showed higher mean content of TPC when compared to apple
juice (1.295 mgGAE/mL and 0.098GAE mg/mL) and similar TAC content to cranberry juice
(13.64 mg/100mL). Moreover, some studies suggest the anthocyanins of grape juice present
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higher antioxidant activity than some vitamins as E and C, feature that enhances the nutritional
quality of the product (Knockaert, 2012; Sharma et al., 2015; Fraige et al., 2014; Islam et al.,
2016; Bazinetet al., 2012).

Table 7.Total polyphenols and anthocyanins content in grape juice.

Analysis Range Mean=SD cv
Total Anthocyanins
(mg/100mL) 43.56-2.67 14.50+0.343 3.11
Total Polyphenols ]
(mg GAE/mL) 4.01-0.29 1.29+0.07 0.56
n= 65 samples.

8.3.2 Overview and pre-treatment of spectra data

The raw spectra data obtained in MIR and NIR are represented in Fig. 8-A and Fig.8-B,
respectively. In MIR, it is observed larger peaks at 3200cm™ and at 1600cm™ associated with
O-H stretch, appearing as a result of the amount of water present in the sample. The fingerprint
region in the range of 1200 to 900cm™ was determinant in posteriorly PLS calibration model.

This region is usually associated with C-O and C-C stretching and C-O-C and C-O-H, that

could be related with esters, carbohydrates and organic acids (Shiroma and Rodriguez-Sanoa,
2009; Musingarabwi et al., 2016).
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Figure 8. Raw spectra data by MIR (A) and NIR (B).

Analyzing the NIR spectra data, is notorious two maximum peaks at = 6900cm™ and
=5200cm™. These peaks refer to O-H first overtone and combinations, and their higher position
in the spectrum is related to the huge amount of water present in grape juice (Shiroma and
Rodriguez-Sanoa, 2009; Xie et al., 2009).
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The preprocessing performed in all NIR and MIR spectra data are detailed in Table 8.
As a consequence of the light scattering presented by NIR spectra data, it was necessary to apply
standard normal variate (SNV) algorithm for base line correction. In order to remove the noise
presented in the MIR spectra data it was used the Savitzky- Golay method of data smoothing.
The spectral region used in MIR calibration is near to the fingerprint region and it was
previously used qualitative and quantitative evaluation of grape berries. The rest of the spectral

data was hindered because of the huge water amount (Musingarabwi et al., 2016).

Table 8. Preprocessing applied in MIR and NIR spectra data.

MIR
Preprocessing Spectral Range (cm™)
Total Anthocyanins Smoothing + Mean center 1747.42- 829.11
Total Polyphenols Smoothing + Mean center 1747.42- 823.52
NIR
Preprocessing Spectral Range (cm™)
Total Anthocyanins SNV + Mean center 10000- 8450
Total Polyphenols Mean center 10000- 4000

SNV: Standard Normal Variation.
8.3.3 MIR x NIR.

The statistical data for MIR and NIR calibration models are shown in Table 9 and Figure
9. Total anthocyanins content (TAC) provided a satisfactory coefficient of determination (R%)
for NIR (0.84) and MIR (0.81). Observing the values of RMSEP, RMSEC, MIR, and NIR, they
were quite similar, with RMSEP=4.22 mg/100mL and RMSEC=4.31 mg/100mL for MIR and
RMSEP=4.44 mg/100mL and RMSEC=4.09 mg/100mL for NIR. However, in the model it was
necessary 7 latent variables (LV) for NIR prediction and only 5 LV for the MIR model.

Chen et al. (2015) performed the prediction of TAC in grapes using NIR hyperspectral
imaging, and presented a more relevant, RMSEP (1.29mg/100g) using 16 LVs, which is a
number twice as large as the one used in this paper to build NIR model. However, the use of too
many LVs may result in an overfitting model. On that account, the usage of less LVs is more
suitable. The value of RMSEP found in this article was better when compared to Xiaowei et al.
(2014) that developed a prediction model of TAC in flowering tea using NIR combined with
ant colony optimization models with RMSEP of 12.25mg/100g, nevertheless, they used only 3
LVs.
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Table 9. Statistics for calibration and prediction of anthocyanin and polyphenols content by MIR and
NIR.

MIR
N® LV® R%* RMSEC! RMSEP®
Total Anthocyanins (mg/100mL) 65 5 0.81 4.31 4.22
Total Polyphenols (mg GAE/mL) 65 5 0.90 0.26 0.21
NIR
N LV R% RMSEC  RMSEP
Total Anthocyanins (mg/100 mL) 64 7 0.84 4.09 4.44
Total Polyphenols (mg GAE/mL) 63 4 0.96 0.17 0.37

aNumber total of samples "Number of latent variables Coefficient of determination of calibration set
9Root mean square error of calibration ®Root mean square error of prediction.

Total polyphenols content (TPC) was determined with adequate accuracy. Comparing
NIR and MIR models, a slightly better RMSEC was obtained by NIR model (0.171mg
GAE/mL) and a better RMSEP in MIR model (0.21 mg GAE/mL). Both techniques presented
favorable coefficients of determination (R¢2>0.90) and comparable number of LVs. Therefore,
both techniques can be defined as efficient in determining TPC.

Hu et al. (2016) performed the determination of phenolic content in chocolate by ATR-
FTIR and presented satisfactory RMSEP (5.08mg GAE/g DFW) and RMSEC (3.21mg GAE/g
DFW). Kyraleou et al. (2015) used FT-IR to determine total phenolics contained in grape seeds
and reported values of 0.97 for Rz, RMSEC of 4.03 mg catechin/g DW, and RMSEP of 6.49 mg
catechin/g DW, all errors presented by the authors were superior than these found in this work.

The content of total phenolic was determined, by Frizon et al. (2015), using PLS
regression and NIR in yerba mate (llex paraguariensis) with RMSEC of 16.07 mg 5CQA/g and
RMSEP of 12.12 mg 5CQA/g, the errors were superior to the ones found in NIR calibration
model in this work. TPC was also determined, by Pascoa et al. (2014) in milled red grape
pomace using NIR and a PLS calibration model, presenting a RMSEC of 1.77 mg GAE/g sample
and RMSEP of 2.12 mg GAE/g sample, which were superior than these achieved to grape juice.

Viegas et al. (2015) obtained a RMSEP= 0.022mg/mL analyzing TPC in wax jambu
fruit using NIRS and PLS, this result presented a lower predicting error when compared to the
ones determined in this paper. However, to achieve this RMSEP the authors used 9 LVs, while

the model constructed to analyze grape juice used only 4 LVs.



i)
=1

48

45
L .
Broa Ae 0 B b ®
§“°' é B
= . =
EEds B
= i & 30} ™
Bal 3
e A L]
3 A 3 25 A (']
& o5t & A ik ®
g s® g of . > R
gzn- = st Bak e g‘ o ‘wte 4u e
2 oA
= 15} . ® Cos i *a oA A,
g LY AA | A A
= L . < S ar
ol $ o eaRe T o 300 e ea
S 0:“‘ ® = eabt s
5t 5 * 4 A
D 1 1 1 1 Il 1 1 1 0 ‘l 1 1 Il 1 1 1 d
0 L} 10 15 20 25 30 35 40 45 1] 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Total Anthocyanins Measured (rmg/100mL) Total Anthocyanins Measured (mg/100mL)
45 45
A
4 C * 1 4 D
g ¢ %\ .
350 ]l =
S| 35k
< ) .
5] - 5} A
g 74 1 g3 .
B 5 «
525 A 1 B 25 Aa ®
b= . =1 A
Z A {4 A 8
g 2 . b T % L
i ay*d oty
* ) e AL
815 B -] e
5 b B 15 Pl
£ “° < 2 >
1 B L )
g }‘A g 1 2‘“
= L -~ J
05} $ T o5 -«
’3 ? {!
0 L L L L L L L L 0 r A| | 1 L 1 L 1 |
i] 05 1 15 2 25 3 35 4 45 o 05 1 15 5 55 3 35 n 15

Total Polyphenols Measured (mg GAE/mL) Total Polyphenols Measured (mg GAE/mL)

Figure 9. TAC and TPC models obtained by MIR (A and C) and NIR (B and D). Calibration set (®)
and Validation set (A).

8.4. Conclusion

Both techniques, NIR and MIR, presented quite similar results in the prediction of total
phenolic and anthocyanins content in grape juice. However, the MIR spectra is more accessible
to interpret than NIR spectra, making it possible to obtain a chemical knowledge of the system.
The MIR spectra needed less pre-treatments than NIR spectra to achieve the best performance
possible. It is important to consider that both spectroscopy techniques presented adequate
performance; revealing a possible replacement of wet-chemical analyses with the advantage of
producing no toxic waste, little time consuming, no danger to the operator, and without any

trouble to maintain the stability of the phenolic compounds during the analytical process.
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9. DISCUSSAO GERAL

As frutas sdo essenciais fontes de micronutrientes na dieta humana e sdo altamente
recomendaveis por serem saudaveis. A producdo mundial de frutas € maior que 600 milhdes de
toneladas, e o Brasil figura como terceiro maior produtor, com cerca de 2,5 milhdes de hectares
dedicados a fruticultura. As frutas sdo consumidas tanto in natura quanto podem ser
empregadas na obtencao de subprodutos - sucos, néctares, doces, geleias, entre outros. Dentre
as frutas produzidas no Brasil, 0 caju, a goiaba e a uva se destacam tanto pelo volume de
producdo quanto pela gama de produtos que podem ser gerados atraves de seus processamentos
(POMMER & BARBOSA, 2009; IBRAF, 2016).

Por se destacarem como alimentos saudaveis, tanto as frutas in natura quanto os seus
subprodutos, tém tido seu consumo impulsionado pela busca crescente da populacéo por uma
alimentacdo mais saudavel — sem conservantes, com presenca de vitaminas e minerais. Nesse
contexto, tanto sucos de fruta quanto néctares se apresentam como uma alternativa cada vez
mais atraente para consumidores que anseiam por um produto pratico, porém com perfil
saudavel. Confirmando essa maior procura por bebidas saudaveis, a Associacdo Brasileira das
Industrias de Refrigerantes e Bebidas Ndo Alcodlicas registrou em 2008, somente no setor de
sucos e néctares de frutas prontos para beber, um faturamento de US$ 1,9 bilhdo com a venda
de produtos (MELLO, 2013; GOMES, 2014).

Sendo assim, suco é definido como a bebida ndo fermentada, ndo concentrada e ndo
diluida, destinada ao consumo, obtido de fruta s& e madura, ou parte do vegetal de origem, por
processo tecnoldgico adequado, submetido a tratamento que assegure sua apresentacdo e
conservacdo até o consumo. Para os sucos designados como ‘integral’ ¢ vetada a adi¢do de
acucar. E néctar é a bebida ndo fermentada, obtida da dissolugcdo, em agua potavel, da parte
comestivel da fruta e aglcares, destinado ao consumo direto, podendo ser adicionado de acidos
(BRASIL, 2003; FERRAREZI et al., 2010).

Estudos recentes ressaltam a importancia de se avaliar o valor nutricional dos alimentos,
a fim de se conhecer sua contribui¢do no suprimento da recomendagdo diaria de nutrientes, bem
como a influéncia do processamento e das tecnologias de preservacdo na sua composi¢ao
quimica. Por exemplo, néctares de caju e goiaba sdo fontes de vitamina C (seja adicionada ou
proveniente da fruta). Esse nutriente, entretanto, € instdvel em meios aquosos, como em
bebidas, apresentando suscetibilidade a luz, oxigénio e a temperaturas elevadas. Através do

processo oxidativo substancias podem ser formadas causando escurecimento do néctar e/ou
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suco, além de outras alteragcdes organolépticas indesejaveis ao produto. Nesse mesmo contexto,
0s compostos bioativos em suco de uva, assim como a vitamina C, apresentam instabilidade na
presenca de luz, oxigénio e elevadas temperaturas, sendo assim sujeitos a degradacao durante
0 processamento e/ou armazenamento, podendo afetar paramétros sensoriais do produto
(ZHANG & HAMAUZU, 2004; MAIA, MONTEIRO & MAGALHAES, 2001; LAMBRI et
al., 2015).

Tendo em vista a garantia e controle da qualidade de néctares de caju e goiaba, a
legislacdo brasileira determina o Padrdo de Identidade e Qualidade (P1Q) desses alimentos
através da realizacdo das andlises de acidez total titulavel, acucares totais, sélidos soluveis e
teor de acido ascorbico. Porém, a legislacédo brasileira ndo prevé itens que avaliem ou garantam
a presenca de compostos bioativos em sucos de fruta, mesmo o suco integral de uva que, de
maneira geral, contém representativo teor de compostos fendlicos. A garantia da presenca, ou
mesmo adicdo, de uma quantidade minima de compostos bioativos em sucos, como o de uva,
poderia ser um atrativo ainda maior para o consumo desse produto, além de ser um excelente
parametro de qualidade. Atualmente parametros como contetdo total de fendlicos, intensidade
da pigmentacdo- relacionado com a quantidade de antocianinas- e presenca de taninos, sdo
utilizados como ferramenta para determinacdo do melhor momento de colheita da uva e também
para definir o emprego adequado do fruto. Uvas com alto teor de taninos, por exemplo, ndo sao
indicadas para a producéo de vinho (FOGACA & DOUDT, 2015; BRASIL, 2003).

Tanto para a avaliacdo da qualidade de néctares quanto para a determinacéo do teor de
compostos bioativos em sucos, analises padrBes e tradicionais sdo realizadas. No caso dos
néctares, os métodos de analise sdo estabelecidos pela AOAC, parte deles- agucares totais,
acidez total titulavel e teor de acido ascorbico- incluem a realizacdo de anélises titulométricas
gue sdo altamente dependentes do analista para a obtencao de resultados precisos e exatos, além
da geracdo de residuos toxicos. Em relacdo ao suco de uva, analises que buscam determinar a
quantidade de compostos bioativos presentes no suco sdo realizadas através de
espectrofotometria (analises colorimétricas- diferencial de pH para antocianinas totais e Folin-
Cioucalteu para determinacédo de polifendis totais) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC — para a determinacdo de compostos fendlicos individuais), ambas geram residuos e
utilizam reagentes toxicos, no caso do HPLC o custo de andlise é elevado, ambos- equipamento
e reagentes- sdo caros. Além de todos esses problemas apresentados pelas metodologias
tradicionais, € importante considerar o elevado tempo total despendido para que todos 0s

resultados necessarios para o PIQ e para a avaliagdo dos compostos bioativos sejam obtidos,
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além do extenso e laborioso preparo de amostra necessario em algumas metodologias (AOAC,
2006; SHIBAMOTO & BJELDANES, 2014, BRASIL, 2003).

Como alternativa a esses métodos comumente aplicados, as técnicas espectrometricas
no infravermelho proximo e medio (NIR e MIR), junto a técnicas quimiomeétricas, vem sendo
cada vez mais empregadas para a determinacdo de diferentes parametros em produtos
alimenticios, como gorduras, fibras, matéria seca, umidade, e outros ndo obrigatorios, mas de
interesse nutricional como capacidade antioxidante, quantificacdo de compostos bioativos.
Essas técnicas apresentam varias vantagens como a determinacdo de varios parametros
simultaneamente, ndo geracdo de residuos toxicos e nem mesmo a utilizacdo de quaisquer
reagente, ou seja, analises sem risco para o ambiente ou para o analista, também n&do necessitam
de preparo de amostra, reduzido tempo de analise (caracteristica excelente para determinacao
de compostos facilmente degradaveis durante o processo analitico), técnicas ndo invasivas e
ndo destrutivas. Essas caracteristicas fazem com que essas técnicas sejam consideradas
quimicamente verde (BORGES et al., 2001; CHEN et al., 2012; SHIROMA & RODRIGUES-
SANOA, 2009; DE OLIVEIRA et al., 2014; MORGANO et al., 2005).

Nesse contexto, nesse trabalho buscou-se avaliar a possibilidade do uso de técnicas
espectroscopicas (NIR e MIR) em conjunto com a quimiometria, como técnicas alternativas as
comumente utilizadas para a determinacao do PIQ em néctares de caju e goiaba e compostos

bioativos em suco integral de uva.

A obtencdo dos espectros no infravermelho préximo foi realizada através da
transflectancia, com auxilio de um acessério para analise de liquidos em NIR. A transflectancia
€ um modo alternativo para obter espectros, na qual a luz incidente atravessa a amostra e é
refletida em um material metalico (aco inox) localizado no lado oposto, a luz entdo passa
novamente através da amostra, antes de alcancar o detector; esse método tem sido utilizado
principalmente em amostras liquidas ou semissolidas. Os espectros no MIR foram
determinados utilizando a técnica de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). Todos os
espectros, no NIR e no MIR, foram obtidos em triplicata e a média foi utilizada no decorrer do
trabalho. Os dados espectrais foram pré processados para a correcdo de linha de base,
diminuicdo de efeitos multiplicativos, centralizacdo na média, melhoria da razdo sinal/ruido
(BLANCO & ROMERO; 2002).
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Foram realizadas as analises determinadas pelo P1Q para néctar de goiaba e caju, todas
as amostras estavam de acordo com os pardmetros estabelecidos para acidez total, agUcares
totais e pH. Em relacdo ao teor de acido ascorbico, seis amostras de caju e onze de goiaba
apresentaram valores abaixo do estabelecido por lei. A perda desse composto é explicado pela
sua instabilidade e suscetibilidade a altas temperaturas (durante o processamento térmico, por
exemplo), oxigénio, exposicdo a luz, presenga de ion metalicos, entre outros fatores
(GABRIEL, et al, 2015a; GABRIEL, et al, 2015b). E em relacdo as amostras que apresentaram
valores abaixo do esperado de sélidos solUveis, a metodologia utilizada, refratometria, € precisa
em solugdes puras de sacarose, no caso do suco, interferentes podem ter contribuido para
resultados diferentes daqueles esperados. Amostras com baixos valores de agucares totais foram
apresentados somente por amostras lights. Os modelos NIR foram obtidos por regressao por
minimos quadrados parciais (PLS) e apresentaram boas performances. Os modelos de acidez
total para ambos néctares apresentaram erros de predicdo (RMSEP) de cerca de 0,02%, valor
abaixo do que o apresentado por Bing-fang et al. (2014) que construiu um modelo PLS para
determinar acidez total em suco de tomate (RMSEP= 0.103). Os modelos de agUcares totais
apresentaram RMSEP de 0,3 e 0,6% para néctar de goiaba e caju, respectivamente, valores
comparaveis ao encontrado para a determinacdo de acUcares totais em suco de morango
(FUJIWARA & HONJO, 1995). O modelo PLS para predicdo de sélidos sollveis para néctar
de goiaba apresentou bons parametros de erros (RMSEP=0.3°Brix), porém o modelo obtido
para néectar de caju ndo apresentou boa performance com RMSEC e RMSEP maiores do que o
esperado, provavelmente devido a pouca variabilidade dentre as amostras. Os modelos
desenvolvidos para quantificacdo de pH, em néctares de caju e goiaba exibiram bons
coeficientes de determinacéo (0,7), RMSEC e RMSEP (em torno de 0,1).

Os modelos construidos para prever o teor de acido ascérbico em néctar de caju e goiaba
apresentaram excelente coeficiente de determinacéo (R2>0.8), o modelo empregado para néctar
de caju apresentou um RMSEP menor do que o modelo obtido para néctar de goiaba (cerca de
4 e 7 mg/100g, respectivamente) provavelmente devido ao teor de acido ascorbico encontrado
no néctar de goiaba ser menor do que o apresentado pelo néctar de caju, fato que dificultou uma
melhor performance do modelo. Os valores de RMSEP encontrados para os dois modelos
construidos foram menores do que o encontrado no modelo para a determinacdo de acido
ascorbico em pimentdo (RMSEP=18mg/100g) (IGNAT et al., 2012).

Realizou-se também anélise de determinacdo de fenolicos e antocianinas totais em 65

amostras de suco de uva, a média de fendlicos totais encontrada foi de 1,29 mgGAE/mL e de
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antocianinas totais foi de 14,50mg/100mL. Mezaroba (2001) encontrou valor medio de
antocianinas totais em suco de uva extraido de uva Isabel de 20 mg/100mL, comparavel ao
encontrado nesse trabalho. Sautter et al. (2005) analisou sucos industriais de uva e encontrou
uma media de 1,91 mgeEAG/mL média comparavel a determinada nesse estudo, entretanto a
comparacgdo entre trabalhos é dificultada pela incerteza da variedade de uva (além de suas
condic@es de plantio, colheita e pds-colheita) utilizada na producgéo do suco comercializado.

Foram obtidos modelos de NIR e MIR para as analises de antocianinas e fenolicos totais
em suco de uva. Ambos modelos, NIR e MIR, para teor de antocianinas totais apresentaram
excelente coeficiente de determinacdo (R2>0,8), e valores de RMSEP e RMSEC similares
(MIR: RMSEP=4,22 e RMSEC=4,31; NIR: RMSEP= 4,44 e RMSEC=4,09). O modelo obtido
por Chen et al. (2015) apresentou um melhor RMSEP (1,29mg/100g) ao analisar antocianinas
totais em uva, utilizando NIR-hiperespectral, porém foram utilizadas 16 variaveis latentes para
obtengdo do modelo final, enquanto nesse estudo foram usados 7 para 0 modelo NIR e 5 para
0 MIR. Um ndmero elevado de LVs pode levar a construcdo de um modelo superajustado,

prejudicial a predi¢éo de amostras um pouco diferentes das utilizadas no conjunto de calibracéo.

O teor de polifendis totais foi determinado com boa precisdo por ambos modelos, NIR
e MIR, com coeficiente de determinagdo >0,9, o modelo NIR apresentou RMSEC (0,17mg
GAE/mL) ligeiramente menor que o modelo MIR e o modelo obtido pelo MIR apresentou um
RMSEP (0,21mg GAE/mL) melhor do que o obtido pelo NIR. Hu et al. (2016) encontrou valor
de RMSEP comparéavel (1,71 mgGAE/mL) ao utilizar dados obtidos pelo ATR-FTIR para
construcdo de modelo para a determinacdo de polifendis totais em chocolate.

Ambas técnicas, NIR e MIR, se mostraram muito eficientes na determinacdo de
polifendis totais e antocianinas totais, apresentando performances comparaveis. A técnica do
infravermelho proximo apresentou-se como uma boa alternativa para determinagdo do P1Q em
néctares, modelos com bons resultados de predicdo foram construidos, resultados de
corroboram com diversos autores que tém aplicado essas técnicas com sucesso na determinagao

de varios parametros ligados a alimentos.
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10. CONCLUSAO GERAL

As analises realizadas seguindo metodologias tradicionais nesse trabalho apresentaram
a necessidade do uso de reagentes toxicos e a consequente geracao de residuos quimicos, além
disso, consumiram tempo elevado para a obtencdo de resultados. Nesse sentido, as anélises
espectroscopicas, NIR e MIR aliadas a técnicas quimiométricas, mostraram-se técnicas Uteis e
aplicaveis para avaliar diferentes pardmetros de qualidade em sucos e néctares de frutas,
comprovando sua versatilidade, eficiéncia e rapidez, apresentando bons coeficientes de
determinacéo e baixos erros de predicao e calibracdo. No entanto, foi detectada a necessidade
de uma variedade de valores para serem construidos modelos de melhor qualidade, pardmetros
como pH, que é altamente padronizado para néctares comercializados, dificultam a construcao
de um modelo com melhores parametros de predicdo. Além disso, hd a necessidade de
treinamento para que o analista desenvolva habilidade em lidar com as técnicas quimiométricas

necessarias ao uso do infravermelho proximo e médio.

NIR foi aplicado para todas as andlises do parametro de identidade e qualidade de
néctares de goiaba e caju com sucesso- baixos RMSEP, RMSEC. A rapidez e precisdo nessa
analise € muito importante, principalmente na analise de &cido ascérbico, que é um composto

labil que pode ser degradado durante uma andlise longa.

NIR e MIR apresentaram excelentes e similares performances quando aplicadas para a
determinacdo de fendlicos e antocianinas totais em suco de uva, entretanto os espectros obtidos
no MIR foram interpretados e pré-processados mais facilmente quando comparados aos dados
obtidos pelo NIR.

Os resultados positivos obtidos nesse trabalho confirmam a possibilidade da
substituicdo de técnicas tradicionais- que fazem uso de reagentes tdxicos se tornando um risco
de contaminacdo ambiental, equipamentos caros, apresentam necessidade de analista treinado-
por técnicas espectroscopicas- técnica rapida, quimicamente verde, apresenta a possibilidade
de aplicacéo online durante o processamento- sem perda de precisdo nos resultados analiticos

e sem risco de perda da estabilidade dos compostos durante o processo analitico.
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