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RESUMO

A deteccdo e monitoramento do conteido de carotenoides em alimentos se torna cada vez
mais importante visto que estes compostos apresentam potencial bioativo. As técnicas
geralmente utilizadas para a quantificacdo dos carotenoides sdo técnicas destrutivas, que
utilizam solventes, e demandam tempo de analise. Na busca por técnicas que tenham resposta
répida, sem a necessidade de um preparo da amostra e a reducdo da utilizacdo de solventes,
tem sido investigada a Espectroscopia Raman. Assim, este trabalho tem como objetivo o
estudo da viabilidade de aplicacdo da Espectroscopia Raman, aliada a ferramentas
quimiomeétricas para a analise de dados, para deteccdo de carotenoides em amostras de polpa
da Bunchosia glandulifera. Afim de monitorar o comportamento dos carotenoides totais, as
amostras de polpa foram submetidas a uma secagem, de modo a provocar a alteracéo do teor
de carotenoides totais pelo processo de degradagdo térmica desses compostos. Inicialmente a
polpa foi seca nas temperaturas de 65°C e 85°C nos tempos 10, 20, 30, 100, 220, 280 e 400
min; e analisada através de metodologia convencional para determinagdo do teor de
carotenoides presente em cada amostra; apés essa mesma amostra foi analisada atraves da
Espectroscopia Raman e os dados espectrais foram analisados através da Analise por
Componentes Principais (PCA). Através da PCA foi possivel visualizar a formacdo de
agrupamentos separando as amostras de acordo com o tempo de secagem, verificando a
aplicabilidade da técnica Raman para determinacdo da concentracdo de carotenoides totais.
Por fim, foi realizada a analise de correlacdo entre as metodologias, através das informacdes
obtidas os melhores coeficientes de determinagdo encontrados foram 0,96 no nimero de onda
1000 cm™ para a amostra seca a 85°C, para as amostras homogeneizadas com o padréo interno
as melhores correlagdes encontradas foram 0,95 e 0,99 no nimero de onda 1510cm™ para
amostras secas a 85°C e 65°C respectivamente. Verificou-se que a espetroscopia Raman
apresenta potencialidade para deteccdo e monitoramentos do conteddo de carotenoides em
Bunchosia glandulifera.

Palavras chave: Carotenoides, Espectroscopia Raman, Bunchosia glandulifera,
quimiometria.



ABSTRACT

The detection and monitoring of carotenoids content becomes increasingly important as these
compounds present bioactive potential. The techniques generally used for the quantification
of carotenoids are destructive, since they comprise a series of sample manipulation, involving
the use of solvents for sample preparation and require long time for analysis. Raman
Spectroscopy has been investigated for carotenoid characterization and quantification, since it
is a fast technique that does not require sample preparation, which reduces the use of solvents.
In this work, the viability of application of Raman Spectroscopy, together with chemometric
tools for data analysis, is evaluated for detection of carotenoids in pulp samples of Bunchosia
glandulifera. In order to measure the behavior of the total carotenoids, the pulp samples were
submitted to drying to cause a change in the total carotenoid content trough the process of
thermal degradation of carotenoids. Initially, the pulp was dried at temperatures of 65 °C and
85 °C at 10, 20, 30, 100, 220, 280 and 400 min; and analyzed by conventional methodology to
determine the content of carotenoids present in each sample; After that, each sample was
analyzed by Ramana Spectroscopy and the obtained spectrum were analyzed through
Principal Component Analysis (PCA). Through the PCA it was possible to identify the
formation of segregating clusters according to the drying time, verifying an application of the
Raman technique to determine the total carotenoid concentration. Finally, data analysis was
performed to check the existence of correlation between the methodologies. The results show
the coefficient of determination of 0.96 at the wave number of 1000 cm™ for the data obtained
from the 85°C dried samples. The samples homogenized with the internal standard (TiO,)
presented best correlations at 1510cm™, for both, 85°C and 65°C dried samples. The R* was
0.95 and 0.99, respectively. The results show that Raman spectroscopy presents potential for
the detection and monitoring of carotenoid content in Bunchosia glandulifera.

Keywords: Carotenoids, Raman Spectroscopy, Bunchosia glandulifera, chemometrics.



SUMARIO

L. INTRODUGAD. ...ttt 5
R O 1= | I Y LR 7
N O o] 1= (A0 I 1=1 - OSSPSR 7
2.2 ODJEtIVOS ESPECITICOS ... eevieriiiiiieiti sttt sttt sreereas 7
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........cocooieteeeeeteees ettt 8
T8 A O T 0] (=10 o] [0 =1 RSSO UR TRV 8
3.2 BUNChOSIA GlandUEITEIA. .......eiiieiiie e e 9
3.3 MEOAOS 0B ANALISE.......eveieiecie ettt 10
3.3.1  ESPectroScopia RAMAN.........c.coiviiiiiiiecie e 10
3.3.2  INSIIUMENTAGED .....veviiiiieieeiiei ettt bbb 11
I © 111 (0] 1011 (g T PSSR 12
3.4.1  Analise por componentes prinCipaisS (PCA) .....c.cooeviiieieeiicee e 12
3.5 Aplicacdo de Raman na caracterizagdo de alimentos ............ccoceevveveienenencninenen 13
4, METODOLOGIA. ...ttt bbbttt bbb 15
O R AN 41011 £ DSOS P U UPTUPRRUPPPPRRPRN 15
4.2  QuantificaGao de CArOtENOIAES ........cc.eiviiiiiiiieieeiee e 15
4.3  Caracterizacdo atraves da Espectroscopia Raman ..........cccccvvveveiienieesesieseesie e 16
4.3.1  Preparo da @mMOSIIa .....ccecveieeiieeeeiieeiee ettt 16
4.3.2  ESPECtroSCOPIa RAMAN. .......coiiiiiiiiiitiitceeeee e 16
4.3.3  Analise por componente Principal (PCA) .......coeviveiiiieieece e 17

4.3.4  Correlacdo dos dados obtidos através dos espectros Raman e as informacdes
determinadas pelo método CONVENCIONAL.............coeiiiiiiieicee s 17
5. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......cvvereeeeetiesseeiessiesiesesisses s essssssssss s s ssnansons 18
5.1 Preparo da amostra e quantificacdo de carotenoides por metodologia convencional 18
5.2 Analise no ESpectrOmetro RAMaN...........cooiiiiiiiniire e 19
5.3  Analise de componentes PriNCIPAIS.........ccviveivereiiierieresee e eie e e se e sree e 22
5.4  Correlacdo entre a Espectroscopia Raman e metodologia convencional................... 25
6. CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS .......c.oiiiiiieiiesteeeee s, 30
REFERENCIAS ..ottt 31

APENDICE A oo et e et e e e et et e e et e e et e e er e e e et et e e er e er e 34



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o consumidor tem buscado alimentos saudéaveis que proporcionem
uma melhor qualidade de vida. Com essa procura, a demanda por alimentos funcionais vem
aumentando, como é o caso do consumo de produtos que contenham compostos bioativos,
entre eles os carotenoides. Os carotenoides sdo pigmentos encontrados na natureza,
responsaveis pela coloracdo de diversas frutas e vegetais. Apresentam também grande
importancia na dieta humana devido a sua acdo antioxidante e por serem precursores da
vitamina A. Estudos revelam que o -caroteno € o carotenoide mais encontrado em alimentos
de origem vegetal e o licopeno é o que apresenta maior potencial antioxidante, reduzindo o
risco de doencas cronicas, como o cancer e doencas cardiovasculares (RODRIGUEZ, 1993;
AGARWAL; RAO, 2000).

Com a demanda por alimentos funcionais, surge a necessidade de determinar e
quantificar os carotenoides. As técnicas convencionais utilizadas para quantificacdo de
carotenoides sdo de natureza destrutiva, pois a amostra sofre alteracdes fisicas e quimicas, ndo
podendo ser reutilizada. O processo envolve amostragem e pré-tratamento de amostras,
extracdo e particdo utilizando solventes organicos (RODRIGUEZ; KIMURA, 2004).
Resultando na geracdo de residuos, causando impactos para 0 ambiente, além de demandarem
tempo de anélise (ALMEIDA, 2015).

Diante do exposto, vem-se buscando metodologias alternativas para quantificacdo de
carotenoides, que ndo sejam destrutivas e que agreguem a reducdo do uso de solventes, sendo
econdmica e ambientalmente vidveis, com uma resposta rapida para o processo. Nesse
contexto, a Espectroscopia Raman vem sendo investigada para aplicacdes em analises
qualitativas e quantitativas em sistemas inorganicos, organicos e bioldgicos (SGOOK;
HOLLER; CROUCH, 2009). Esta técnica se baseia na radiacdo espalhada, tendo como
vantagens a utilizacdo de uma quantidade minima de amostra, a ndo necessidade de preparo
da amostra, além de ndo ser destrutiva, possibilitando obter informacGes quimicas e
estruturais da amostra. No que tange a quantificacdo de compostos, a Espectroscopia Raman
pode ser aliada a ferramentas quimiométricas para a obtencdo de resultados confidveis
(ABBAS; DARDENNE; BAETEN, 2012).

Neste trabalhno a amostra utilizada para a analise sera a polpa da Bunchosia
glandulifera. A Bunchosia glandulifera ou falso guarana, como é comumente conhecida, é

um arbusto origindrio da América do Sul que apresenta polpa vermelha e é consumida na



cidade de Santo Antonio da Patrulha. Segundo Silva et al. (2016) a polpa possui carotenoides
em abundancia, apresentando potencial bioativo. Assim, o trabalho tem por finalidade
identificar a viabilidade de detec¢do e monitoramento de carotenoides pela Espectroscopia
Raman na polpa da Bunchosia glandulifera.

Este trabalho esta dividido em seces. Na secdo 2 sera apresentado o objetivo geral e
especifico do trabalho, em seguida, na secdo 3, serd apresentado a revisdo tedrica abrangendo
definicbes e informacgdes sobre métodos, ferramentas e amostra utilizada. Na secdo 4 sera
dissertado sobre as metodologias empregadas no trabalho e, por fim, serdo apresentados 0s
resultados e sugestOes para trabalhos futuros nas sec¢des 5 e 6, respectivamente.



2.

OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo verificar a viabilidade da aplicagdo da

Espectroscopia Raman para a detecgdo e monitoramento de carotenoides da Bunchosia

glandulifera.

2.2 Objetivos especificos

Quantificacdo de carotenoides da polpa da Bunchosia glandulifera através de
metodologia  convencional ~ (Amaya-Rodriguez ~ (2001):  extragdo-particao;
espectrofotometria visivel);

Caracterizacdo da Bunchosia glandulifera atraves da espectroscopia Raman;

Analise de dados do Raman utilizando ferramenta quimiométrica - Andlise por
Componentes Principais (PCA);

Correlacdo dos dados obtidos através dos espectros Raman e pelo método

convencional.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Carotenoides

Os carotenoides sdo tetraterpenoides compostos por 40 carbonos, que apresentam de
3 a 15 ligagdes duplas conjugadas, constituindo o croméforo que fornece o espectro de
absorcédo da cor (RODRIGUEZ, 2001). S&o pigmentos encontrados na natureza, com mais de
600 carotenoides j& detectados. Eles sdo responsaveis pela coloracdo de diversas frutas e
vegetais abrangendo a coloracdo do amarelo ao vermelho, sdo compostos que apresentam
potencial bioativo, sendo associado a alimentos funcionais por apresentarem atividade
antioxidante e também serem precursor da vitamina A (retinol), podendo assim reduzir o risco
de doengas cronicas (COSTA et al., 2010).

Séo classificados em dois grupos: os hidrocarbonetos, chamados de carotenos; e as
xantofilas que possuem na sua estrutura o oxigénio, além de carbono e hidrogénio. Esses
compostos sdo insollveis em agua e sollveis em solventes organicos como acetona, hexano,
éter, entre outros solventes. Os carotenoides sofrem isomerizacdo quando expostos ao calor e
a luz, ocorrendo uma transformacéo da estrutura trans para cis, 0 que resulta na perda da cor e
de atividades bioldgicas (RODRIGUEZ, 2001).

O licopeno (Figura 1) é um carotenoide de cor avermelhada, que vem sendo
apontado em estudos como preventivo da carcinogénese, por proteger moléculas como
lipidios e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) de radicais livres, j o B-caroteno (Figura
2), estd relacionado a capacidade de formar vitamina A dentro do corpo humano
(AGARWAL; RAO, 2000).

Figura 1. Estrutura quimica do licopeno.

CHj CH3 CHs CH;
CHgs CH3 CH3 CHa
Fonte: CORREA et al., 2015.



Figura 2. Estrutura quimica do p-caroteno.

Fonte: CORREA et al., 2015.

3.2 Bunchosia glandulifera

A espécie Bunchosia glandulifera (Figura 3), popularmente conhecida como “Falso
Guarana” ou “Cafezinho”, ¢ nativa da América do Sul ¢ pertence a familia Malpighiaceae, ¢
um arbusto, com casca acastanhada e estrias verticais, folhas simples, possui frutos elipsoides
com 2 cm de comprimento com mesocarpo carnoso e comestivel (ANDERSON, 2002;
SOUZA; PEIXOTO; TOLEDO, 1995). Malpighiaceae é uma familia de arvores, arbustos,
subarbustos e cip6s com aproximadamente 75 géneros e cerca de 1300 espécies
(ANDERSON; ANDERSON; DAVIS, 2006).

Figura 3. Frutos da Bunchosia glandulifera
2 A i

Fonte: Proprio autor, 2017.

O fruto da Bunchosia glandulifera apresenta polpa com coloragdo vermelha quando
madura e possui semente. A polpa é consumida por habitantes na cidade de Santo Antdnio da
Patrulha na forma de suco ou in natura. A semente também é consumida apés ser torrada, de
forma semelhante ao consumo de guarana em pd. Segundo Silva et al. (2016) a polpa da
Bunchosia glandulifera apresenta altos teores de compostos fendlicos, carotenoides e cafeina;
alguns flavonoides ja foram identificados na polpa como a vitexina, rutina e quercetina sendo

a rutina representante de 56,3 % dos flavonoides presentes na espécie.
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3.3 Métodos de analise

As técnicas geralmente utilizadas para determinagdo e quantificacdo de diversos
compostos sdo realizadas através da extracdo com solventes, utilizando procedimentos
volumétricos, sendo métodos que requerem tempo de analise. No inicio do século XX,
comecou a exploragdo de métodos alternativos para a quantificacdo de compostos, assim
passou-se a investigar técnicas que utilizam condutividade da amostra, potencial de eletrodo,
absorcdo; emissdo ou espalhamento de radiacdo, surgindo os métodos instrumentais de analise
gue tem como objetivo principal a resposta rapida de analise (SGOOK; HOLLER; CROUCH,
2009). As técnicas espectroscopicas analisam a interacdo da radiacdo eletromagnética com a
amostra, sdo técnicas ndo destrutivas, com nenhum ou minimo preparo da amostra, permitem
a obtencdo de uma ampla gama de informacdes da amostra em um curto periodo de tempo
(ABBAS; DARDENNE; BAETEN, 2012).

3.3.1 Espectroscopia Raman

O efeito Raman foi descoberto em 1928, pelo fisico indiano Chandrasekhara Venkata
Raman. O fisico Raman descobriu que ao incidir uma fonte monocromatica em uma
molécula, a radiacdo espalhada tem comprimento de onda diferente do feixe incidente. A
diferenca observada entre a radiacéo incidente e espalhada resulta da interacdo da luz com as
moléculas da amostra, onde as estruturas quimicas das moléculas determinam o espalhamento
através da vibracdo das ligacbes moleculares (SGOOK; HOLLER; CROUCH, 2009).

O espalhamento pode ocorrer de forma elastica e inelastica. Na Figura 4 é possivel
observar os tipos de espalhamentos, o espalhamento elastico é chamado de Rayleigh, neste
caso a radiacdo espalhada e o feixe incidente tém a mesma frequéncia. Uma pequena parte da
radiacdo é espalhada inelasticamente, quando uma molécula é excitada do seu estado
fundamental para um estado virtual, podendo absorver um féton e emitir um foton de energia,
neste caso a radiacdo espalhada € de freqiiéncia inferior que a incidente e é chamada de
espalhamento Stokes. A molécula também pode estar em um nivel vibracional mais elevado,
neste caso a radiacdo espalhada com freqiiéncia maior que a fonte de excitacdo € chamada de
espalhamento anti-stokes (SGOOK; HOLLER; CROUCH, 2009; LI et al., 2014).
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Figura 4. Origens do Espalhamento Rayleigh e Raman.

Estado Virtual
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Fonte: SANDEMAN et al., 2015

O espalhamento anti-stokes apresenta picos menos intensos que 0S picos
correspondentes no espalhamento Stokes, por este motivo 0s equipamentos Raman
consideram somente a regido Stokes do espectro. Os espectros Raman sdo geralmente
apresentados com a abcissa definida pelo deslocamento do nimero de onda (cm™) que é
proporcional a diferenca de energia entre a radiacdo espalhada e a da fonte (Figura 4), a
ordenada é representada pela intensidade do sinal. (SGOOK; HOLLER; CROUCH, 2009).

Para ocorrer o espalhamento Raman, € necessario que ocorra uma variacdo na
polarizabilidade da molécula durante a vibragcdo da mesma, a polarizabilidade é definida como
o grau de deformacédo de uma ligacédo, assim quando a molécula vibra ocorre a deformacao na
nuvem de elétrons da ligacdo e quando a ligacdo retorna ao estado original ela reemite
radiacdo (ALMEIDA, 2015).

3.3.2 Instrumentacgao

O aparelho Raman é composto por uma fonte de laser, um sistema de iluminacdo da
amostra, uma unidade seletora de comprimento de onda e o detector.

Até 1950 eram utilizadas lampadas de mercurio como fonte de excitacdo para gerar
espetros Raman, no entanto algumas substancias absorviam essa radiacdo tornando um
problema para a técnica. Foi em 1962 que os lasers comecaram a ser utilizados como fonte de
excitacdo. Os lasers utilizados hoje sdo de radiagdo monocromatica ou na regido do

infravermelho (IR) - proximo, nessas regides do espectro existem detectores mais sensiveis o
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que torna a técnica viavel. Um dos problemas enfrentados na utilizacdo de lasers de radiagédo
monocromatica € o efeito da fluorescéncia, a mesma é causada por impurezas presentes na
amostra ou até mesmo por caracteristicas intrinsecas a amostra, a emissdo de florescéncia
ocorre devido & incidéncia de um foton sobre uma molécula, este foton é absorvido e a
molécula passa para um estado eletrénico excitado. Na regido do IR-préximo € possivel obter
espectros sem a producdo de florescéncia, pois ndo é uma fonte suficientemente energetica
(FERNANDES, 2011; SALA, 2008).

O microscépio acoplado ao espectro Raman permite a confocalidade da amostra,
permitindo que as informagdes obtidas através do detector sejam somente da regido onde o
laser é focalizado, com isso tambem é possivel rejeitar a florescéncia da amostra (ALMEIDA,
2015).

Para separar as linhas do espalhamento Raman da radiacdo Rayleigh, que é mais
intensa, é necessario o uso de seletores de comprimento de onda. Antigamente eram utilizados
monocromadores com duas ou trés redes de difracdo. Com o surgimento de filtros de linha e a
evolucdo das redes holograficas, hoje séo utilizados uma combinacédo entre os filtros de linha
e monocromadores com apenas uma rede de difracdo (SGOOK; HOLLER; CROUCH, 2009).

Muitos aparelhos Raman modernos estdo utilizando um arranjo de detectores no lugar
dos monocromadores, esses detectores precisam ser de alta sensibilidade para conseguir
detectar o sinal Raman. Os dispositivos de carga acoplada (CCD, do inglés charge-coupled
devices) vém sendo aplicados para este fim. O CCD é formado por um diodo de metal dxido
semi condutor sobre um substrato de silicio. Esses detectores multicanais permitem a detec¢do

de varios comprimentos de onda simultaneamente (LI et al., 2014).

3.4 Quimiometria

A quimiometria utiliza métodos matematicos e estatisticos com o objetivo de
selecionar e otimizar procedimentos experimentais, possibilitando a analise de dados de maior
complexidade. Dentro da quimiometria, se destaca a Analise de Componentes Principais
(PCA) (ALMEIDA, 2015; BOVOLINI, 2010).

34.1 Analise por componentes principais (PCA)

A analise por componente principal é uma técnica utilizada para analise multivariada.
A técnica é classificada como um método ndo supervisionado, ou seja, que ndo necessita de

uma suposicdo inicial sobre os dados para identificar amostras (ALMEIDA, 2015).
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A PCA tem como objetivo a reducdo da dimensionalidade dos dados (SOUZA;
MADARI; GUIMARAES, 2012), extraindo destes as informacdes mais significativas e de
maior influéncia para a compreensao de um determinado conjunto de amostras. Através deste
método é possivel agrupar as amostras que possuem alguma caracteristica similar, sendo a
componente principal o arranjo que melhor retrata a distribuicdo dos dados, e a componente
secundaria, perpendicular a componente principal (ZIMMERMANN; GUIMARAES;
PERALTA-ZAMORA, 2008).

Nesta analise a matriz de dados é decomposta em um produto de duas matrizes
nomeadas como escore e peso, mais uma matriz de erro. Os pesos Sd0 0S cossenos dos
angulos entre as variaveis originais e os componentes principais (PC), representando o quanto
cada variavel original contribui para a componente principal. Os escores retratam as relaces
de semelhanca entre as amostras. Assim o0s dados podem ser agrupados através de
combinag0es lineares, construindo um novo conjunto de eixos que sdo representados pelas
componentes principais (SOUZA; POPPI, 2012).

3.5 Aplicacdo de Raman na caracterizagdo de alimentos

As analises quimicas de compostos fenolicos, carotenoides, entre outras, Sao
normalmente demoradas e consomem uma grande quantidade de reagentes. Nesse contexto,
algumas técnicas espectrométricas como o Infravermelho médio (MIR) e proximo (NIR) e a
espectroscopia Raman estdo sendo investigadas para a caracterizacdo de alimentos, com 0s
mais diversos objetivos. O principal apelo dessas técnicas é o fato de serem ndo destrutivas, o
gue € de grande interesse no setor de alimentos, pois podem ser utilizadas em linha de
produgdo monitorando a composicdo do produto, e garantindo a qualidade do produto final
(ABBAS; DARDENNE; BAETEN, 2012). Dentre as principais aplicacdes investigadas, estéo
analise qualitativa e quantitativa de metabdlitos secundarios, lipidios e propriedades fisico-
guimicas em frutos, grdos, carnes, 6leos vegetais, bebidas e derivados do leite (CHEN et al.,
2006; MCGOVERIN et al., 2010); determinacdo de origem dos alimentos e processos de
controle e qualidade de alimentos (CLEMENT; DORAIS; VERNON, 2008).

A espectroscopia Raman tem sido aplicada em andlises qualitativas e quantitativas de
sistemas inorgénicos, organicos e bioldgicos. Dentre as principais aplicacdes na area de
alimentos esta a caracterizacdo de 6leos vegetais, identificacdo de tipo e origem; bem como a
caracterizacdo de acgucares e alguns compostos bioativos como os carotenoides. Marquardt e

Wold (2004) observaram através de técnicas de PCA que a espectroscopia Raman apresenta
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informacdo espectral e dados relativos de concentragdo para carotenoides e colageno. As
amostras analisadas foram de musculo de peixe, contudo, o estudo faz projecfes quanto a
importancia da aplicacdo da técnica para outras amostras ricas nesses compostos.

Baranska, Schutze e Schulz (2006) analisaram 0s carotenoides presentes no tomate e
derivados processados através da espectroscopia Raman, identificando sinais de Licopeno e -
caroteno na regido de 1600 cm™ e 1000 cm™ respectivamente. Anélises de cenoura foram
feitas por Killeen e colaboradores (2013), que elaboraram um modelo quimiométrico para a
predicdo do contetdo de carotenoides através do Raman, sendo a técnica bastante interessante
para identificacdo e quantificacdo de fitonutrientes e carotenoides, na Figura 5 é apresentado o

espectro tedrico e experimental do B-caroteno.

Figura 5. Espectro Raman tedrico e experimental do B-caroteno

100+
=t Experimental
2 50
= Teérico
0+ — T
0 1000 2000
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Fonte: HSIUNG; BLACKLEDGE; SHAWKEY, 2015
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4. METODOLOGIA

4.1 Amostra

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizada a polpa da Bunchosia glandulifera
coletada na cidade de Santo Anténio da Patrulha. A exsicata da Bunchosia glandulifera esta
depositada no Herbéario ICN da UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul sob
Numero 167276 com a identificacdo Bunchosia glandufliera (Jacq.) Kunth (Malphiguiaceae).

Inicialmente foi realizado o preparo da amostra, que consistiu no despolpamento do
fruto da Bunchosia glandulifera, armazenamento da polpa sob condi¢Ges de congelamento
para preservacdo até processamento e andlise das amostras. Diferentes amostras foram
preparadas a partir do processo de secagem em estufa com circulacdo de ar. A secagem foi
realizada nas temperaturas de 65°C e 85°C nos tempos 10, 20, 30, 100, 220, 280 e 400 min, e
teve a finalidade de provocar a degradacdo térmica dos carotenoides presentes na polpa de
Bunchosia glandulifera, produzindo um perfil de concentracdo de carotenoides necessario

para avaliacdo da viabilidade de uso da técnica de Espectroscopia Raman.

4.2 Quantificacéo de carotenoides

Para a determinacdo dos carotenoides foi utilizada a metodologia de Amaya Rodriguez
(2001). A andlise consiste na preparacdo da amostra utilizando celite que facilita a
homogeneizacdo e desintegracdo dos tecidos, a amostra foi macerada com auxilio do
almofariz e pistilo (RODRIGUEZ; KIMURA, 2004). Em seguida foi realizada a extracao dos
carotenoides utilizando como solvente extrator a acetona, essa extracao foi feita até a exaustao
observada pelo desaparecimento da coloragcdo. O sobrenadante foi transferido para o funil de
separacdo onde ocorreu o particionamento do extrato cetdnico, com a adicdo do éter de
petrdleo. Nessa etapa foi adicionada agua destilada pelas paredes do funil para evitar a
formacdo de emulsdo, formando duas fases. Apds, a fase éter de petroleo foi filtrada com
sulfato de sodio anidro para a remocdo de agua, essa fase foi transferida para o baldo
volumétrico, e foi realizada a leitura em espectrofotdmetro em comprimento de onda 450 nm
e 470 nm para determinar a concentragdo de B-caroteno e licopeno respectivamente. Para

quantificar os carotenoides foi utilizada a equacéo (1), apresentada a seguir:

A X Volume (ml) x 103

Al%x peso da amostra (g)

Teor de carotenoides (mg/100g) = (1)
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onde :
A: absorbancia
Volume: volume total do extrato;

A% . coeficiente de absorgdo em éter de petroleo (B-caroteno 2592 e licopeno 3450)

As andlises foram feitas em triplicata e os desvios na concentracdo de carotenoides
avaliados estatisticamente através do Teste de Tukey com nivel de confianca 95%. Para esta

analise foi utilizando software Statistica 8.

4.3 Caracterizacao através da Espectroscopia Raman

A polpa da Bunchosia glandulifera foi analisada através do Raman para a
identificacdo de carotenoides. O B-caroteno e licopeno sdo simultaneamente detectados pela
técnica de Raman e seus picos caracteristicos sdo intensos e encontram-se na regido entre
1160 e 1525 cm™ (DARVIN et al. 2005).

4.3.1 Preparo da amostra

Foram testadas duas formas distintas de analise, sendo elas: amostra pura, sem
qualquer tratamento; e amostra homogeneizada com um padrdo interno, como técnica
alternativa na detec¢do dos carotenos. O dioxido de titanio na sua forma rutilo foi utilizado
como padrdo interno para as andlises, por apresentar picos caracteristicos bem definidos, ndo
apresentar sobreposicdo na regido espectral de caracterizagdo de carotenos e por ter
comportamento inerte, ndo provocando, portanto, qualquer interferéncia na deteccdo de
carotenos (CASTREJON-SANCHEZ et al. 2014).

4.3.2 Espectroscopia Raman

As analises das amostras foram realizadas num espectrometro iHR550 Raman (Horiba
Jobin Yvon S.A.S., Franca) acoplado com um detector de dispositivo acoplado a carga
arrefecido (CCD) e uma fonte laser de 532 nm. A poténcia de saida do laser foi ajustada para
50 mW, e o feixe de laser foi suavizado com um filtro de densidade neutra com 50% de
transmitancia. Depois disso, o feixe foi refletido por espelhos para um filtro de borda
dielétrico. O feixe foi dirigido para o microscopio equipado com um objetivo 50X. O feixe

Raman transmitido foi refletido por espelhos de prisma para uma rede de difracdo de 1800
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sulcos / mm e, finalmente, para a camera CCD. Os dados espectrais foram registados com
uma resolucéo espectral de 0,80 cm™ entre 250 e 2000 cm™ com pardmetros de medicio
constantes. Foram utilizadas trés acumulacfes de um tempo de contagem de 10 s. O pacote de
software LabSpec 5 (Horiba Jobin Yvon S.A.S., Franca) foi utilizado para aquisi¢éo de dados
espectrais. Os espectros foram registados cinco vezes para cada amostra.

O equipamento descrito acima, o qual foi utilizado nesse trabalho, encontra-se

instalado na Central Analitica 4 do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS.

4.3.3 Anélise por componente Principal (PCA)

Foi realizada a Analise de Componentes Principais (PCA), essa técnica teve como
objetivo facilitar a interpretacdo de dados, sendo possivel observar as varidveis que se
correlacionam e agrupar essas amostras (ALMEIDA, 2015). Buscou-se através dessa analise
verificar o potencial de agrupar as amostras de acordo com o tempo e temperatura de
secagem.

Para a realizacdo dessas andlises foi utilizado o software Unscrambler e o Python

2.7 através do pacote open-source scikit-learn.

4.3.4 Correlacdo dos dados obtidos através dos espectros Raman e as

informacdes determinadas pelo método convencional.

Através das informacdes obtidas com a técnica convencional de quantificacdo de
carotenoides foi realizada a identificacdo da existéncia de correlacdo entre os dados obtidos
para perfil de secagem e os espectros Raman. Para avaliar essa correlagéo, foram verificadas
as areas dos picos caracteristicos dos carotenos. Nessa etapa dos estudos, foi analisada qual
das informacGes do espectro Raman (qual pico caracteristico, ou conjunto de picos) fornece
melhor correlacdo com os dados de concentracdo conhecida. Buscando identificar a
potencialidade de correlacionar os dados sem o uso de um padrédo interno. Apds, foi feita a
verificacdo dos resultados, buscando identificar o conjunto de dados que apresenta melhor

correlagdo, através da tendéncia dos dados e do coeficiente de determinagdo (R?) da reta.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparo da amostra e quantificacdo de carotenoides por metodologia convencional

Para a realizacdo das analises inicialmente foi realizado a preparacdo da amostra onde
a mesma foi submetida ao processo de secagem em estufa de circulacdo de ar. A polpa foi
seca nas temperaturas de 65 °C e 85 °C nos tempos 10, 20, 30, 100, 220, 280 e 400 min, na
Figura 6 sdo apresentadas imagens da polpa in natura e ap0s o processamento de secagem. A
quantificacdo dos carotenoides foi realizada através da metodologia proposta e a concentracao

de carotenoides presentes na polpa é apresentada na Tabela 1.

Figura 6. Polpa in natura e ap6s o processamento de secagem

a) Polpa in natura b) Polpa seca por 400 min

Fonte: Proprio autor, 2017.

Durante o processo de secagem ocorreu a reducdo do teor de carotenoides de forma
gradativa, a polpa in natura apresentou 155,17 mg de carotenoides por 100 g de polpa, em
base seca. Comparado com o teor apresentado nos primeiros 10 min do processo de secagem
houve a reducdo de 40,96% e 45,56% do conteudo inicial de carotenoides, nas temperaturas
de 65 °C e 85 °C, respectivamente. Segundo Nobrega et al. (2014) os tratamentos térmicos
podem ocasionar perdas no teor de carotenoides sendo o tempo de processamento e a
temperatura os fatores responsaveis por essa reducdo. De acordo com Ramos et al. (2008) o
aquecimento provoca reacfes de escurecimento ndo enzimatico, ocasionando perdas de

carotenoides, aclcares e aminoacidos e formacdo de produtos da reacdo de Maillard.
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Tabela 1. Concentracdo de carotenoides presentes na polpa da Bunchosia glandulifera nas temperaturas de 65°C

e 85°C em tempos distintos de secagem, (valores médios, + desvio padrao).

Tempo (min) Umidade® (% b.u) Teor de Carotenoides® (mg/100g)
Temperatura de secagem 65°C
10 57,83%+0,87 91,61%+2,91
20 53,00°+0,56 81,66° +3,22
30 50,887 +3,50 76,32°+0,43
100 28,87°+1,23 52,85°+0,31
220 17,12°+0,96 46,40% +0,17
280 10,00° +0,54 43,72°+0,19
400 9,40°+0,37 39,749+0,25
Temperatura de secagem 85°C
10 52,79°+2,15 84,47° +0,84
20 50,57+1,70 80,30° +0,28
30 46,24% +1,34 70,27%+0,26
100 19,36° +1,58 44,24° 0,30
220 7,329+0,92 43,09 +3,11
280 4,36% +0,48 37,43% +0,04
400 2,47"+0,13 31,69°+0,07

®Umidade percentual determinada através de secagem até peso constante da amostra em uma
mufla a 110°C. "Teor de carotenoides totais determinado pelo método de Amaya Rodriguez
(2001), indicado em mg/100g de amostra em base seca. Médias seguidas de letras iguais, na
mesma coluna sdo consideradas estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias
seguidas de letras diferentes, na mesma coluna sdo consideradas estatisticamente diferentes pelo
teste de Tukey (p<0,05)

Fonte: Proprio autor, 2017.

5.2 Analise no Espectrémetro Raman

As amostras de polpa de Bunchosia glandulifera seca foram analisadas no Espectro
Raman, conforme metodologia apresentada na secdo 4.3. A amostra seca a 85°C foi analisada
pura e com a adicdo do padrdo interno (TiO,) e 0s espectros médios sdo apresentados nas
Figuras 7 e 8, respectivamente. A amostra seca a 65°C foi analisada somente com o padrdo
interno e o espectro médio ¢é apresentado na Figura 9. Os dados espectrais apresentados nas
figuras nao passaram por qualquer pré-tratamento.

Para cada tempo de secagem foram obtidos de quatro a seis espectros e através
destes foi calculado um espectro médio para cada tempo. A Figura 7 apresenta o espectro da
polpa seca 85°C com faixa espectral de 600 - 2000 cm™. A partir da analise da figura é

possivel observar os trés picos carateristicos dos carotenoides que de acordo com Tschirner
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(2012) encontram-se entre 1005 e 1524 cm™ no espectro Raman obtido com o laser de 532
nm. Segundo Killeen et al. (2013) e Withnall et al. (2003), as bandas dos carotenoides se
encontram em 1520 e 1156 cm™ e sdo atribuidas ao alongamento simétrico -C = C— e —C—
C— da cadeia de polieno dos carotenoides, respectivamente, ja a banda em 1006 cm™ é devido
ao balango do plano do lado do grupo metil na cadeia de polieno de carotenoides, as bandas
encontradas nas Figuras 7, 8 e 9 estdo proximas ao descritos pelos autores citados acima.

Para a amostra seca a 85°C, sem a utilizacdo do padrdo interno, nos tempos 280 e
400 min ndo foram obtidos espectros pois a amostra encontrava-se com umidade muito baixa
dificultando a obtencdo de informacGes espectrais. Ja com o auxilio do padrdo interno foi

possivel obter o espectro da amotra seca a 280 min nas temperaturas 65 °C e 85 °C.

Figura7 . Espectro médio da polpa seca a 85°C nos tempos 10, 20, 30, 100 e 220 min.
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Fonte: Proprio autor, 2017.

As Figuras 8 e 9 representam as amostras homogeneizadas com padrao interno, onde €
possivel observar os picos caracteristicos do dioxido de titanio (TiO,) que, segundo
Castrejon-Séanchez et al. (2014), apresenta quatro picos caracteristicos de grande intensidade
em 143, 236, 447 e 613 cm™, para a fase rutilo do TiO,, Devido & faixa espectral adotada para
analise das amostras no espectrémetro Raman, as Figuras 8 e 9 apenas apresentam os dois
Gltimos picos referentes ao padrdo interno (447 e 613 cm™), sendo 0s outros trés picos

relacionados & presenca de carotenoides na amostra (1000, 1150, 1510 cm™).
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Figura 8. Espectro médio da polpa seca a 85°C, nos tempos 10, 20, 30, 100, 220 e 280 min, homogeneizada com

padrdo interno diéxido de titanio.
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Fonte: Proprio autor, 2017.

Figura 9. Espectro médio da polpa seca a 65°C, nos tempos 10, 20,100, 220 e 280 min, homogeneizada com

padrdo interno diéxido de titanio.
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Fonte: Proprio autor, 2017.
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5.3 Analise de componentes principais

Foi realizada a analise por componentes principais (PCA) nas matrizes de dados
espectrais através do software Unscrambler e Python. Os dois softwares apresentaram
resultados similares para as analises apresentando desvios de 0,58 para componente principal
(PC1) e 0,04 para componente secundaria (PC2) para amostra seca a 85°C. Assim, 0S
resultados apresentados nas Figuras 10, 11 e 12 foram obtidos através do Unscrambler. Para
fins de comparacdo o PCA da amostra seca a 85°C, sem homogeneizacdo com TiO, obtido
através do Python é apresentado no Apéndice A. Conforme apresentado na Figura 10 as duas
primeiras componentes principais PC1 e PC2 representam 99,82% e 0,16% da variabilidade
dos dados, respectivamente, somando 99,98% da variabilidade explicada dos dados das
amostras secas a 85°C. As amostras representadas pela numeracdo 1 a 6 sdo repeticdes de
leitura espectral da amostra seca por 10 min e as amostras numeradas de 7 a 12 sdo as
repeticGes da amostra seca por 20 min. No grafico dos escores é possivel observar que essas
amostras encontram-se na mesma regido formando agrupamentos (clusters). Esse fato ja era
esperado visto que estas amostras apresentam concentracdes de carotenoides mais elevadas ou
menor perda desse composto, decorrente da secagem. Ja as repeticdes numeradas de 25 a 30
estdo bem separadas das demais, uma vez que representam a amostra seca a 220 min, a qual
apresenta 0 maior tempo de secagem e maior perda no teor de carotenoides. Através desta
analise é possivel verificar que é possivel classificar as amostras atraves da técnica Raman,
observando que as amostras se agrupam de acordo com o tempo de secagem e,

consequentemente, de acordo com contetdo de carotenoides

Assim, o PC1 é o componente que melhor explica a variabilidade dos dados e,
conforme se pode observar, o teor de carotenos guarda uma relagdo com essa varidvel, com
uma tendéncia de deslocamento para maiores valores de PC1, com a reducdo do teor de

carotenoides.

A andlise de componentes principais foi aplicada na matriz de dados das amostras
secas a 85 °C e 65 °C homogeneizadas com didxido de titanio, as Figuras 11 e 12 representam
o gréfico de escores. Para a amostra 85°C as duas primeiras componentes principais
representaram 99,86% da variabilidade explicada dos dados. Ja para a amostra 65 °C , as duas
primeiras componentes representaram 98,93% da variabilidade dos dados. Para as duas
temperaturas analisadas foi possivel explicar a variabilidade dos dados com apenas as duas

primeiras componentes principais.
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Figura 10. Analise de componentes principais dos dados espectrais amostras secas 85°C, graficos dos escores.
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Repeticdes das amostras secas a 85°C. Sendo 1- 6 amostra seca por 10min, 7-12 amostra seca por 20min, 13-18
amostra seca por 30min, 19-24 amostra seca por 100min, 25-30 amostra seca por 220min.
Fonte: Proprio autor, 2017.

Comparado os resultados obtidos na analise de componente principal para a amostra
seca a 85°C, com (Figura 11) e sem padrdo interno (Figura 10), verificamos um melhor
agrupamento dos dados para a segunda, o que indica a potencialidade da técnica Raman para
analise da amostra sem qualquer tipo de preparacdo. A adicdo de particulas de dioxido de
titanio resultou em um maior espalhamento da luz, conforme se pode observar nas Figuras 8 e
9, 0 que provocou uma perturbacdo do espectro, principalmente para nimeros de onda
elevados (comportamento ascendente do sinal no espectro), indicando que a incorporagéo de
padrdo interno ndo é adequada para essa analise.
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Figura 11. Anélise de componentes principais dos dados espectrais amostras secas 85°C homogeneizadas com

dioxido de titanio, graficos dos escores.
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RepeticBes amostras secas a 85°C homogeneizadas com TiO, .Sendo 1-6 amostra seca por 10min, 7-11 amostra
seca por 20min, 12-17 amostra seca por 30min, 18-23 amostra seca por 100min, 24-27 amostra seca por
220min e 28-34 amostras seca por 280min.
Fonte: Proprio autor, 2017.

Figura 12. Andlise de componentes principais dos dados espectrais amostras secas 65°C homogeneizadas com

dioxido de titanio, gréaficos dos escores.
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Repeti¢des amostras secas 65°C homogeneizadas com TiO, .Sendo 1- 5 amostra seca por 10min, 6-11 amostra
seca por 20min, 12-17 amostra seca por 100min, 18-23 amostra seca por 220min, 24-29 amostra seca por
280min.

Fonte: Proprio autor, 2017.
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5.4 Correlacéo entre a Espectroscopia Raman e metodologia convencional

Ap0s analisar os dados através da quimiometria e verificar a existéncia de um padrao de
concentracdo de carotenos, foram analisadas as areas dos picos dos carotenos de cada espectro
obtido através do Raman. Com essas areas foi construido um grafico para cada banda
caracteristicas dos carotenos nos diferentes tempos de secagem, relacionando com a
concentracdo de carotenoides presente em cada amostra obtida através da metodologia
convencional. Esses graficos sdo apresentados na Figura 13 A, C e E.

Na Figura 13 (A, C, E) é possivel observar o perfil de degradagdo dos carotenoides
através da metodologia convencional e também através da Espectroscopia Raman que
demonstra 0 mesmo comportamento. Na Figura 13 (B, D, F) sdo apresentados os graficos de
correlacdo entre as areas médias dos picos e a concentracdo de carotenoides, a melhor
correlagdo obtida foi na frequéncia de excitacdo de 1000 cm™ com um coeficiente de
determinacdo de 0,96. Para as frequéncias de 1150 cm™ e 1510 cm™ também foram obtidos
coeficientes altos, com R? igual a 0,95 e 0,79 respectivamente. Também é possivel observar
através das barras de erro presentes nos gréaficos que os desvios das analises no Raman séo
altos isso pode ter ocorrido devido a heterogeneidade da amostra sélida. Para obtencdo de
desvios menores nos resultados obtidos a partir do espectro Raman e, portanto, maior precisdo
na determinacdo das areas, seria interessante o uso de um maior nimero de espectros na
andlise, o que diluiria o erro na determinagcdo da &rea média. Contudo, os resultados sdo
satisfatorios e indicam a possibilidade da técnica para monitoramento da concentracdo de

carotenos.

Nas Figuras 14 e 15 foram seguidos 0s mesmos passos utilizados com a amostra seca a
85°C, a diferenca é que a amostra da Figura 14 foi seca a 85°C e analisada homogeneizada
com padrdo interno. Inicialmente foram feitos testes utilizando a area dos picos do padrdo
interno com a area dos picos dos carotenos, no entanto nao foram obtidas correlagdes e entédo
foram analisados somente o0s picos dos carotenos. Para as amostras secas a 85°C 0s
coeficientes de determinacdo obtidos foram R? 0,89 a 1000 cm™, R? 0,83 a 1150 cm™ e R?
0,95 a 1510 cm™, observando que esta amostra passou por um processo de homogeneizagéo
antes da analise Raman. Verifica-se que a espectroscopia Raman é uma técnica viavel para
analisar amostras sem nenhum preparo, visto que foram obtidas melhores correlacGes quando

a amostra foi analisada pura.
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Figura 13. A, C, E - Determinagdo de carotenos em tempos distintos de secagem analise convencional e
Espectroscopia Raman secagem a 85°C em 1000cm™ , 1150 cm * e 1510 cm™ respectivamente. B, D, F -
Correlac&o entre os métodos convencional e Raman secagem da polpa a 85°C em 1000cm™ , 1150 cm e 1510
cm™ respectivamente.
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Fonte: Préprio autor, 2017
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Figura 14. A, C, E - Determinacdo de carotenos em tempos distintos de secagem analise convencional e

Espectroscopia Raman secagem a 85 °C homogeneizada com TiO, em 1000 cm™ |, 1150 cm ™ e 1510 cm™

respectivamente. B, D, F - Correlacdo entre os métodos convencional e Raman secagem da polpa a 85 °C em

1000 cm™, 1150 cm e 1510 cm™ respectivamente.
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Figura 15. A,C, E - Determinacdo de carotenos em tempos distintos de secagem andlise convencional e
Espectroscopia Raman secagem a 65°C homogeneizada com TiO, em 1000cm™, 1150 cm * e 1510 cm™
respectivamente. B, D, F - Correlagdo entre os métodos convencional e Raman secagem da polpa a 65°C em
1000cm™ , 1150 cm e 1510 cm™ respectivamente.
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Fonte: Préprio autor, 2017.

A amostra seca a 65 °C foi somente analisada homogeneizada com TiO,, como pode
ser observado na Figura 15 (B, D, F) essa amostra apresentou melhor correlacdo entre a

metodologia convencional e a técnica Raman comparada com a amostra seca a 85°C, obtendo
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coeficientes de determinacdo proximos a 1. Para as duas temperaturas de secagem foram
observadas tendéncia nos comportamentos dos dados verificando que o Raman consegue

detectar e monitorar a degradacdo de carotenoides durante o processo de secagem.



30
6. CONCLUSOES E TRABALHOS FUTUROS

Através deste estudo foi comprovada a potencialidade da técnica de Raman para
deteccdo e monitoramento do contetdo de carotenos em amostras de Bunchosia glandulifera.
Demonstrou-se que a técnica pode ser utilizada para a determinacdo de carotenos sem que
haja a necessidade de preparacdo da amostra ou uso de padrdo interno, existindo uma
correlacdo entre o teor de caroteno e a area dos trés picos caracteristicos de carotenos no
espectro Raman. O tratamento do sinal espectral, também n&o foi necessario, para a
determinacdo de carotenos, uma vez que 0s picos desses compostos sdo bastante intensos e
sem sobreposicao e, portanto, pouco afetados pela presenca de ruido e desvios no sinal.

A anélise de PCA indica uma forte correlagdo da variancia dos dados com o
componente principal PC1, varidvel que apresenta correlagdo com a variagdo no teor de
carotenos na amostra. A formacao de clusters separando as amostras por tempos de secagem
(e, portanto, por concentracdo de carotenos) € um indicativo do potencial da técnica para
monitoramento desses compostos. Além disso, foram encontrados altos coeficientes de
determinacdo na comparacao entre as areas médias dos picos de carotenos e a concentracao de
caroteno nas amostras (determinada por técnica convencional), evidenciando a existéncia de
correlagéo entre as metodologias. A melhor correlagdo encontrada para a amostra seca a 85 °C
e analisada sem nenhum tratamento foi de 0,96 no nimero de onda 1000 cm™, j& para as
amostras homogeneizadas com o padrao interno as melhores correlacGes encontradas foram
0,95 e 0,99 na frequéncia de onda 1510cm™ para amostras secas a 85°C e 65°C,
respectivamente.

Esse foi um estudo inicial para acompanhar o perfil de degradacéo dos carotenoides de
uma determina matriz vegetal, que demonstra ter potencial para aperfeicoamento. Para
melhores resultados seria interessante investigar a influéncia da umidade para a
espectroscopia Raman assim como outras variaveis como a influéncia da intensidade do laser
e da sua frequéncia sobre a amostra; o estado fisico estrutural da amostra e a interacdo com a

luz e também os efeitos de isomeria.
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APENDICE A- Analise por componente Principal (PCA) da amostra seca a 85°C, sem homogeneizacao com
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TiO,, obtido através do Software Python
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