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Resumo

Neste trabalho foram investigadas as composicfes dos volateis a partir de mangas
da cultivar Tommy Atkins expostas a radiagdo gama na dose de 0,5 kGy quando
comparadas a composicao de volateis obtidos a partir de mangas que nao passaram
por este tratamento fitossanitario. O objetivo foi construir um modelo metabolémico
para classificar as mangas através de modelo ndo invasivo. Foram analisadas 80
amostras classificadas com grau de maturacao entre 4 e 5, segundo classificacao da
Embrapa. Os volateis foram coletados apds 18 dias de armazenamento sob
temperatura de 12°C, usando um sistema Headspace Dinamico (HD) e submetidos a
corrida cromatografica em fase gasosa seguida de deteccdo por espectrometria de
massas (GC/MS). Os compostos foram identificados a partir da determinacédo do
indice de Retencéo Van den Dool and Kratz e do espectro de massas, que foram
comparados aos descritos na biblioteca de espectros do ADAMS. Foram
identificados 16 compostos jA mencionados na literatura e classificados como
terpenos (mono e sesquiterpenos) e ésteres. Entre os terpenos, o a-Pineno e o 3-
Careno foram os majoritarios tanto para as mangas irradiadas, como para as nao
irradiadas. Apo6s a identificacdo dos mesmos, os cromatogramas foram utilizados
para a construcdo de uma matriz para tratamento estatistico, o qual foi realizado
utilizando a plataforma online MetaboAnalyst 2.0 e o software “R Program”. As
ferramentas de estatistica multivariada utilizadas foram a PCA (Analise de
Componentes Principais), PLS-DA (Analise Discriminante e Regressao por Minimos
Quadrados Parciais) e KNN (K-nearest neighbor). A PCA ndo apresentou um
resultado satisfatorio para a discriminacdo entre as mangas irradiadas e nao
irradiadas. Na PLS-DA, treze compostos foram responsaveis pela discriminacao
entre as mangas da cultivar Tommy Atkins irradiadas e néo irradiadas, com
destaque para o Octanoato de Etila, o a-Felandreno e o Germacreno-D. O KNN
também indicou que os teores de Octanoato de Etila, a-Felandreno e Germacreno-D
séo responsaveis pela discriminagdo entre as mangas irradiadas e néo irradiadas.
No entanto, a acuracia observada na classificacdo utilizando KNN foi maior que a
observada utilizando PLS-DA. No modelo construido com KNN, o teste de validacéo
cruzada indicou acuracia igual a 81% contra 55% da observada para o modelo

construido utilizando PLS-DA. Esse resultado garante um modelo metabolémico que



€ capaz de classificar as amostras de mangas da cultivar Tommy Atkins que foram

expostas, ou ndo, a radiagdo gama para fins fitossanitarios.

Palavras-chave: Manga.lrradiacdo gama.Metaboldomica.GC-MS.PLS-DA,KNN.



Abstract

Herein, we investigated the changes in the composition of volatile compounds from
Tommy Atkins cultivar mangoes exposed to gamma radiation at 0.5 kGy, in
comparison to the volatile compounds obtained from mangoes that did not have a
phytosanitary treatment, which does not use pesticides or toxic compounds. We built
a metabolomics and non-invasive model to distinguish the mangoes by using 80
(eighty) samples of mangoes which had their maturation degree classified at four or
five, according to Embrapa criteria. The volatile compounds were collected after
eighteen days of storage, at 12°C, using Dynamic Headspace system, and were
analyzed by Gas Chromatography and Mass Spectrometry (GC/MS). The
compounds were identified by determination of Van den Dool and Kratz’s Retention
Index and mass spectrum and compared to the ones described in the — ADAMS’
Library spectrum. Sixteen compounds, already mentioned in literature, were
identified as terpenes (mono and sesquiterpenes) and esters. Among the terpenes,
a-Pinene and 3-Carene were the majority, both for the irradiated and non-irradiated
mangoes. After the identification, the chromatograms were utilized to build a matrix
which was used to statistic treatment on MetaboAnalyst 2.0 and R program
platforms. We used PCA, PLS-DA and KNN formalisms to build metabolomics model.
PCA didn’t discriminate the samples. PLS-DA indicated thirteen compounds which
are discriminatory, especially Ethyl Octanoate, a-Phellandrene and germacrene-D.
Similar results were observed when using KNN formalism, however the accuracy
using KNN formalism was greater than the observed when PLS-DA was used. In
KNN model, the cross-validation showed 81% of accuracy versus 55% in PLS-DA
model. Therefore, the metabolomics model was able to classify the samples of
mangoes exposed or not to gamma radiation for phytosanitary aims.

Keywords: Metabolomics. Tommy Atkins Mangoes. gamma irradiation. GC/MS.KNN.
PLS-DA.
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1. Introducéo

A manga é o nome popular do fruto da mangueira (Mangifera indica L.;
Anacardiaceae), uma espécie tropical, nativa da Asia, mais precisamente da india. E
um fruto climatérico [1], bastante apreciado pelos consumidores, destacando-se por
seu sabor e aroma agradaveis, aliado a um valor nutritivo [2]. As mangas sao ricas
em sais minerais e vitaminas e esta entre os frutos tropicais de maior expressao
econdbmica nos mercados brasileiro e internacional [2,3]. As variedades existentes
no Brasil sdo oriundas da Asia e da Flérida. Das provenientes da Florida, a cultivar
Tommy Atkins € a que mais se destaca como produto de exportacao [4].

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, perdendo apenas para
a China e a india [5] e também o sétimo produtor mundial de mangas, sendo a
regido Nordeste responsavel por 66% da producdo nacional em 2012. O principal
poélo fruticola brasileiro é o de Petrolina (PE) — Juazeiro (BA). Essas duas cidades
fazem parte do Submédio Sdo Francisco que € uma das regides do Vale do Sé&o
Francisco (VSF) [6,7]. A Tabela 1 apresenta a producdo de mangas por regido no
Brasil em 2012.

Tabela 1: Quantidade de mangas produzidas por regido no Brasil em 2012.

Regiao Quant. () %
Norte 2.132 0,2
Nordeste 782.365 66,5
Sudeste 377.819 32,1
Sul 9.674 0,8
Centro-oeste 3.745 0,3
Fonte: IBGE [8]

Entre outros fatores, o clima com baixa umidade do ar, que minimiza a
incidéncia de fitopatologias, uma luminosidade superior a 12 horas por dia e uma
temperatura média anual de aproximadamente 26°C, séo fatores que favorecem a
producado nordestina de mangas [9,10].

No submédio S&o Francisco, a comercializacdo de frutas € quase totalmente
voltada ao mercado internacional, sendo 95% do produzido destinado & exportacao,
0 que faz dessa regido a maior exportadora de frutas brasileiras. Suas principais
culturas séo uva e manga. Ainda assim, o Brasil ocupa o décimo quinto lugar no
ranking de exportacdo de frutas, o que pode ser explicado também pelo consumo do

mercado interno [11].
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Em 2010, a manga ocupou o terceiro lugar em exportacdo de frutas frescas,
sendo exportados 124,7 t [12], 0 que representa 16,4% do total de frutas exportadas

nesse ano (ver Graficol)
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Grafico 1: ExportagOes Brasileiras de Frutas Frescas no ano de 2010.
Fonte : Secex/Elaboracdo IBRAF em 12/01/2011 [12].

1.1. Manga

A manga € uma importante fonte de vitaminas A, B, C e E, e de nutrientes
essenciais como cobre, potassio e aminoacidos [2,4,8]. E uma fruta climatérica com
grande predisposicao de acumulo de reservas de amido [7]. Entre as frutas tropicais,
€ a responsavel por quase 50% da producdo mundial. As mangas sao oriundas do
Sul e Sudeste da Asia [10].

O Brasil € o sétimo produtor mundial de mangas [6]. Em 2012, a producéo
brasileira foi de 1.175.735 toneladas. As maiores producdes brasileira foram
registradas nas regides Nordeste e Sudeste, responsaveis por 66,5% e 32,1% da
producdo nacional, respectivamente. Destacam-se o0s estados da Bahia,
Pernambuco, Sdo Paulo e Minas Gerais como 0s principais produtores de mangas
do pais. [8].

Das mangas oferecidas no mercado, a cultivar Tommy Atkins é uma das mais
comercializadas no mundo, principalmente nos Estados Unidos e na Unido Europeia

[2]. Esta cultivar apresenta formato ovalado, superficie lisa, uma coloragdo laranja-
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amarelado coberta com nuances de vermelho e purpuro intenso além de polpa de

coloracdo amarelo-escura (Figura 1).

Figura 1 — Aspecto geral da cor da casca e polpa de manga da cultivar Tommy Atkins.

No Brasil, a perda pos-colheita de frutos tropicais € da ordem de 30% [13].
Como todo fruto, a qualidade da manga pode ser comprometida por fatores como
doencas, pragas e deficiéncias nutricionais, dependendo da cultivar, do grau de
maturacao e dos tratamentos utilizados na pré-colheita, colheita e pés-colheita [14].

A exportacdo de frutas tropicais, como a manga, por exemplo, requer
tratamentos fitossanitarios para atender o mercado externo [15]. Diversos
tratamentos quimicos ou fisicos sao utilizados ap6s a colheita para retardar o
amadurecimento e/ou infesta¢des causadas por larvas de moscas [16]. No Brasil, o
tratamento térmico (46°C, por 90 a 110 minutos) é o mais utilizado [15]. Esse
tratamento é muito eficiente contra a infestacdo por larvas de moscas, pode porém
acelerar, sem nenhum controle, o metabolismo do fruto, diminuindo o seu tempo de
vida [16].

Exportadores brasileiros estdo interessados no tratamento fitossanitario por
radiacdo ionizante, devido a sua prevaléncia entre os paises exportadores mundiais
[15]. A india, um dos grandes produtores e exportadores de mangas, assinou um
acordo com os Estados Unidos para exportar frutos irradiados. O México, que
também exporta manga para os Estados Unidos, instalou uma unidade de cobalto
para irradia-las [17].

Essa tecnologia esta regulamentada em termos internacionais e nacionais

pelas disposi¢cdes da Publicacdo n°18 de abril de 2003 da FAO [18] e da Resolucao
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RDC n° 21 de 26 de janeiro de 2001 da ANVISA [19]. Uma dose de até 10 kGy néo
apresenta riscos toxicologicos ou nutricionais em alimentos [5].

A vida de prateleira e comercializacdo das mangas, via de regra, néo
ultrapassam 3 (trés) semanas, por causa da rapida maturacdo e degradacdo por
microorganismos e insetos. A exposicdo das mangas a doses de radiacdo gama,
além de eliminar larvas de insetos, retarda a maturacdo, aumentando assim o tempo
de prateleira sem prejuizos a qualidade das mesmas. A radiacdo ionizante em
alimentos é um tratamento bastante promissor na pés-colheita, pois tanto atua na

desinfestacdo como também aumenta a vida util dos frutos [5,16,20].

1.2. Aspectos Fitossanitarios

Frutos, em geral, fazem parte da alimentacdo humana sendo fontes
importantes principalmente de vitaminas, sais minerais e carboidratos. Quando
frutos, principalmente frutos climatéricos, sao retirados da planta, os processos de
modificacdo metabdlica continuam para que o desenvolvimento das caracteristicas
sensoriais como adogamento, coloragdo e textura continuem ocorrendo [11]. Em
funcdo disso, é necessario observar uma série de cuidados para que esses frutos
sejam consumidos em tempo habil e que sejam evitados casos de infestacdo e/ou
contaminac¢@o dos mesmos, minimizando desperdicios.

Para exportar mangas, o0 produtor deve atender algumas exigéncias
fitossanitarias, que por sua vez, exigem tratamentos especificos [12]. Para isso, sdo
necessarios procedimentos apds a colheita, que podem ser quimicos, como 0 uso
de inseticidas, ou fisicos, como o tratamento térmico, armazenamento a baixas
temperaturas ou exposi¢cao a radiacao.

Produtos quimicos foram usados por um bom tempo no controle de larvas de
moscas. Em 1984, nos EUA, o 1,2-dibromoetano (EDB), um composto
primordialmente sintético, usado como inseticida quimico, teve seu uso proibido
devido a seérios problemas relacionados ao homem (seja ele trabalhador ou
consumidor) e também a questdes ambientais. Outro motivo que leva ao ndo uso de
produtos quimicos como inseticidas é o fato de os mesmos poderem modificar o

metabolismo dos frutos de tal maneira que alteram a sua qualidade.
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O tratamento térmico, que consiste na imersdo dos frutos em agua a
temperaturas entre 40-45°C, embora eficiente contra a infestacdo de larvas de
dipteros, pode ocasionar uma aceleracdo metabdlica descontrolada, diminuindo o
seu tempo de vida util. Por outro lado, o tratamento de armazenamento a baixas
temperaturas (em torno de 3°C) ndo é muito indicado para frutas tropicais, pois sdo
muito sensiveis ao frio, podendo ocasionar manchas na casca ou ressecamento
[11].

1.3 Irradiacao de Alimentos

A irradiacdo € um método alternativo para reducdo das perdas de alimentos
gue sao causadas pela infestacdo de insetos em grdos ou leguminosas, como
também em produtos de origem animal. Também serve como tratamento de
quarentena para muitas frutas, legumes, nozes, e outros, a fim de facilitar o
comércio internacional [16,20].

Para a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, 6rgdo responsavel
pelo Regulamento Técnico para Irradiacdo de Alimentos no Brasil, a irradiacdo de
alimentos € um processo de tratamento fisico que consiste em submeter o alimento,
embalado ou a granel, a doses controladas de radiacéo ionizante, com finalidades
sanitarias, fitossanitarias e ou tecnolégicas [19].

Radiacdes ionizantes sao cuja energia desloca os elétrons dos atomos e
moléculas sobre a qual incidem, transformando-os em ions [21]. Para a ANVISA,
sdo consideradas radiacdes ionizantes apenas aquelas de energia inferior ao limiar
das reacdes nucleares que poderiam induzir radioatividade no alimento.

Ainda para a ANVISA, qualquer alimento podera ser tratado por irradiacao,
desde que sejam observadas as seguintes condicdes:

v A dose minima absorvida deve ser suficiente para alcancar a finalidade
pretendida;

v A dose maxima absorvida deve ser inferior aquela que comprometeria as
propriedades funcionais e ou atributos sensoriais do alimento.

A Comissao Nacional de Energia Nuclear (CNEN) é o 6rgéo responsavel pela
autorizacdo de radiacdo de alimentos. As fontes de radiacdo ionizante permitidas
pela CNEN [19] s&o:
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v Is6topos radioativos emissores de radiacdo gama, tendo os
radionuclideos ®°Co ou **'Cs.

v/ Raios X gerados por maquinas que trabalham com energias de até 5
MeV;

v Elétrons acelerados, gerados por maquinas que trabalham com
energias de até 10 MeV.

Os raios gama tém maior poder de penetracdo, que os elétrons acelerados,
por isso 0s raios gama sao os mais indicados para irradiagdo de alimentos frescos,
como quarentena para frutas, e congelados. Embora o radionuclideo **’Cs tenha
meia-vida de 30 anos, nao é o radionuclideo mais utilizado como fonte de raios vy ,
pois ndo h& quantidade comercial suficiente. J& para o radionuclideo *°Co, mesmo
tendo meia-vida de 5,3 anos, € o mais comumente utilizado, pois, além da maior
disponibilidade, é soélido e insoluvel em &gua, garantindo uma maior seguranga
ambiental [21,22,23]. O Canada é responsavel por 80% da producdo de °°Co
disponivel no mercado mundial. A Federacédo Russa, a Republica da China, a india e
a Africa do Sul também fornecem ®°Co [21]. Um modelo de irradiador de alimentos

com fonte de ®Co, é mostrado na Figura 2.

Figura 2 — Modelo de irradiador de alimentos com fonte de ®Co. Fonte: MDS Nordion,
Canada - Empresa fabricante de irradiadores [24].

A fonte de ®Co desses equipamentos é instalada num bunker, que é nada
mais do que uma camara de irradiacdo com paredes cujas blindagens sédo de
concreto. Quando ndo esta em uso, a fonte de ®°Co fica armazenada numa piscina
com agua tratada, revestida no interior da blindagem com aco inox. Os alimentos
que serdo submetidos a irradiacdo, sdo colocados em containers e conduzidos

através de monotrilhos para o interior da camara de irradiacdo e recebem a
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dosagem programada de radiacdo gama. Esse processo € controlado por
operadores qualificados que fazem o controle e monitoramento eletrénico da fonte
de radiacéo e do tratamento dos produtos através de um console localizado fora da
camara de irradiagao [5].

A unidade de radiacao € o Gray (Gy), que representa a quantidade de energia
absorvida pelo sistema irradiado, e equivale a 1 J.kg* do material irradiado. De
acordo com as doses aplicadas nas irradiacdes de alimentos os processos podem
ser chamados de [15,21]:

v' Radurizacao ou baixa dose (< 1 kGy) — usada para inibir brotamentos e
desinfestacdo de insetos, e retardar o tempo de maturacéo de frutas;

v' Radiciacdo ou média dose (1 — 10 kGy) — usada para eliminar ou reduzir
patégenos alimentares em carnes frescas, frutos do mar e ovos, por exemplo;

v' Radapertizacdo ou Alta dose (> 10 kGy) — usada para fins de esterilizacao.

Frutas e vegetais frescos se deterioram a altas doses de irradiacdo, nao

sendo recomendada essa pratica. Porém, carnes e aves se mantém com uma

boa qualidade quando submetidos a doses dessa ordem de grandeza, desde
que sejam tomadas algumas precaucbes como, por exemplo, utilizar

temperatura entre —20°C e —40°C.

Segundo Bustos-Griffin et al [25], a publicacdo, em 2003, do “Guideline for the
use of irradiation as a phytosanitary measures” pela International Standards for
Phytosanitary Measures —ISPM [18] foi um passo decisivo para estabelecer o uso de
irradiacdo como estratégia para superar barreiras fitossanitarias e facilitar, nesse
aspecto, o comércio internacional de produtos agricolas. Hoje, ha pelo menos 60
paises com uma estrutura regulamentar permitindo o uso de radiacdo em pelo
menos um alimento. Frutas tropicais, como a manga e mamao, por exemplo, sdo
bons candidatos no uso da irradiagao para exportagao [5].

N&o encontramos nenhum estudo cientifico consistente, que indique que o
consumo de alimentos ou uso de produtos da agropecuaria e seus derivados, apos
passarem pelo processo de radiagdo, tenham causado algum risco para a saude de
consumidores. A radiacdo em alimentos, além de reduzir as perdas dos mesmos,

reduz também a dependéncia de pesticidas quimicos, alguns dos quais sao

extremamente nocivos para a saude e o meio ambiente [5].
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Em 1980, um Comité Misto de Peritos em Irradiacdo de Alimentos (JECFI),
junto com a Organizacdo para Alimentacdo e Agricultura das Nacfes Unidas (FAO)
e a Associacdo Internacional de Energia Atdmica (AIEA), baseados nos resultados
de estudos, afirmaram que qualquer alimento irradiado até 10 kGy ndo apresenta
riscos toxicologicos ou nutricionais [5,18,19,26,27].

Isso é muito importante de ser dito, pois ainda ha pessoas que acreditam que
alimentos irradiados seja a mesma coisa que alimentos radioativos. O que precisa
ficar esclarecido € que em nenhum momento durante o processo de irradiacdo, 0s
alimentos entram em contato direto com a fonte radioativa. Essa rejeicdo diminui
guando ha esclarecimento de como é feito o processo de irradiacdo de alimentos
[21].

Um logotipo internacional denominado “Radura” (Figura 3) foi criado para
rotular produtos vendidos a granel para o consumidor final. O processo de radiacao
€ conhecido como um processo limpo, isto €, ndo deixa residuo, ndo deixando
evidéncias fisicas que o alimento foi irradiado. No Brasil, a resolucdo RDC n° 21, de
janeiro de 2001, determina que os alimentos irradiados tenham em seu rétulo a
frase: “ALIMENTO TRATADO POR PROCESSO DE IRRADIACAQ” [5,19,26].

e A

Figura 3 — Logotipo Internacional da Irradiag&o de Alimentos [5]

As exigéncias dos mercados internacionais, como os Estados Unidos, Japao,
China, dentre outros, conduzirdo o Brasil ao uso cada vez mais frequente da
irradiacdo de alimentos para fins fitossanitarios. Se houver incentivos e facilidades
de financiamentos para produtores de mangas e mamoes, 0S tratamentos
convencionais deverdo ser substituidos pelo tratamento por irradiagao [5].

Segundo estudo da Cadeia de Suprimento do Programa Nuclear Brasileiro,
realizado pelo Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos (CGEE) [5], em 2010, no

Brasil ha cinco organizagdes que irradiam alimentos, inclusive frutas. S&o elas:
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CBE Embrarad: possui duas unidades de processamento. Uma na
cidade de Cotia (SP) com dois irradiadores. E outra, na cidade de
Jarinu (SP).

Instituto de Pesquisa Energéticas e Nucleares: IPEN — CNEN/SP.
Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP): Localizado em
Piracicaba.

Aceletron Irradiacéo Industrial: Localizada na Avenida Brasil, em Inaja-
RJ.

Centro Tecnoldgico do Exército (CTEX) : Localizado no Rio de Janeiro.

Além de ser uma alternativa aos inseticidas, que tem se mostrados agressivos

ao meio ambiente, outras vantagens estdo associadas ao uso de radiacao ionizante

com fins fitossanitarios:

E economicamente viavel para grandes e pequenas quantidades de
produtos;

E um dos processos mais rapidos de esterilizacdio existentes na
atualidade;

Possui alto poder de penetracdo, podendo assim 0O processo ser
realizado na embalagem final do produto;

Ndo h& necessidade do manuseio dos produtos, pois é um processo
totalmente automatizado;

Ndo € necessario quarentena ou tratamento pdés-esterilizacéo,
permitindo assim, o uso dos materiais apds o término do processo, pois
nao deixa residuos, sendo assim um processo de esterilizacdo de

menos agressivo ao meio ambiente.
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1.4 Metaboldmica e Metabondmica

Metaboloma € o conjunto de todas as moléculas de baixa massa molecular
(metabdlitos), que participam das reacdes metabdlicas celulares sédo necessarias ao
crescimento, manutencdo e funcionamento normal de uma célula, seja ela animal ou
vegetal [28,29]. A magnitude do metaboloma depende do organismo em estudo. A
levedura do p&o e da cerveja Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, contém
aproximadamente 600 metabdlitos, enquanto células da maior parte das plantas tém
aproximadamente 200.000 metabdlitos primérios e secundarios e o metaboloma
humano pode vir a ser ainda maior em magnitude [28,30].

Dois grupos de substancias constituem o metaboloma: metabdlitos primarios,
relacionados aos processos de crescimento, desenvolvimento e rendimento agricola;
e metabolitos secundarios, relacionados com o aroma, as cores dos alimentos e com
a resisténcia contra pragas e doengas [31].

Quando comparado com a proteoma (arranjos de 20 aminodacidos) e
transcriptoma (arranjos de 4 bases nucleotidicas ligadas com aclUcar e grupos
fosfatos), o metaboloma oferece infinitas possibilidades de combinagdes [28,31]. O
conjunto de técnicas voltadas para descrever qualitativa e quantitativamente todos
0s metabolitos (primarios e secundarios) presentes em um organismo é denominado
de metabolémica [28,30]. Entre as tecnologias “6micas”, a metabolémica é a mais
recente [32]. Representa uma andlise ndo especifica que abrange a maioria dos
metabdlitos de um sistema biolégico. Em outras palavras, a analise metabolémica
intenciona fornecer informacdes sobre as concentracdes absolutas de todos os
metabdlitos possiveis de serem extraidos em uma amostra (quantificacdo absoluta),
ajudando a tornar os dados comparaveis [33].

A metaboldémica esté intimamente relacionada com a metabonémica [34]. A
metabonémica é definida como a medida quantitativa da resposta metabdlica
multiparamétrica e dinamica dos seres vivos a estimulos fisiopatolégicos ou
modificacdo genética [28,34]. Embora na pratica os termos sejam tratados como
sinbnimos, a metabondmica é as vezes tratada separadamente na pesquisa
metabolémica [33]. A discriminacdo entre a metaboldmica e a metabondmica
consiste em parte no fato de que a metabonémica nédo trata da identificacdo de

sinais individuais, buscando identificar uma resposta metabdlica de uma célula ou
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organismo [35], a uma agéo externa, enquanto a metabolémica visa a identificagao
dos metabdlitos responsaveis pela discriminacdo de grupos com status bioquimico
diferentes.

Embora nos dultimos anos vérios trabalhos em metaboldmica ou em
metabonémica deem mais énfase a aplicagbes clinicas ou farmacéuticas, na
avaliacdo de medicamento e na toxicologia clinica, a metaboldmica também tem
recebido interesse crescente dos cientistas nas areas de alimentos e nutricdo [32].
Diversos estudos metabolomicos foram feitos usando alimentos, como por exemplo,
suco de meldo [36], uva [37], milho [38,39], soja [40], tomate [41] e bebidas, como
cerveja [42].

Para Koek et al. [33], as estratégicas analiticas para investigacdo metabdlica
sao as seguintes:

e Andlise de Metabdlitos: Determinacdo quantitativa (absoluta ou relativa) de
um ou mais metabdlitos especificos. Tipicamente, essa determinacao envolve
tratamento prévio e seletivo da amostra seguido de separagcdo cromatografica
(GC ou HPLC) acoplada a um sistema de deteccdo sensivel como
espectrometria de massas, por exemplo.

e Perfil Metabdlito: Determinagdo qualitativa (identificagdo) e quantitativa
(absoluta ou relativa) de varios componentes a partir do metaboloma,
buscando definir ou associar padrbes metabdlicos em funcdo do status
bioguimico da amostra. Em geral, exige-se tratamento prévio para introducao
da amostra no sistema cromatografico, se for o caso, seguida de deteccao
por espectrometria de massas.

e Impressédo Digital Metabdlica: Neste caso, busca-se a identificagdo de um
perfil que esteja associado ao status bioquimico da amostra, sem a
necessidade de identificacdo individual dos metabdlitos. Geralmente, ndo ha
quantificacdo ou apenas quantificacdo relativa. Como ndo ha necessidade de
identificagdo individual, normalmente as técnicas cromatograficas s&o
dispensadas e séo utilizadas diretamente as técnicas espectrométricas, cComo
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ou espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), ou ainda a

espectrometria de massas por insercao direta (DIMS).



33

Para a identificacdo e quantificacdo dos metabdlitos € preciso uma
instrumentacdo sofisticada, tal como Espectrometria de Massa (MS) e
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). A técnica de
metaboldbmica baseada em RMN é altamente seletiva e n&o destrutiva, porém
apresenta baixa sensibilidade. No caso da espectrometria de massas, ocorre uma
excelente combinacao de seletividade e sensibilidade, aspectos indispensaveis para

a identificacdo e quantificacdo dos metabolitos [43,44].

1.5 Espectrometria de Massas e Cromatografia Gasosa

A espectrometria de massas é uma ferramenta analitica baseada na deteccéo
da razdo massa-carga (m/z) das espécies (ion ou ion-radical). Os ions analisados
sdo oriundos de uma fonte de ionizacdo sobre a molécula ionizada, que gera esses
ions na fase gasosa a partir de moléculas neutras. Os ions sdo entdo encaminhados
para o analisador onde séo detectados a partir de sua razdo m/z. Em seguida, sao
contados pelo detector e o sinal é registrado e processado, gerando o espectro de
massas — um grafico do nimero de ions detectados como uma funcéo de sua razédo
m/z mostrando a distribuicdo das espécies e suas abundancias relativas. As
fragmentacdes sdo préprias da estrutura quimica de cada composto, gerando um
espectro de massas proprio, empregado como uma “impressao digital” do composto
estudado [31,44,45,46]. Portanto, a cromatografia acoplada a espectrometria de
massas fornece dois parametros que podem ser utilizados para a identificacdo do
analito, que sdo o proprio espectro de massas e o tempo de retencdo do composto
gue permite a obtencdo do indice de retencdo. Por definicdo, o indice de retencao
para um alcano de cadeia normal € igual a 100 vezes o numero de carbonos no
composto, independentemente do tipo da coluna, da temperatura e de outras
condi¢cdes cromatograficas, o que ndo acontece com outros compostos, pois 0S
indices de retencdo variam por centenas de unidades com as variaveis da coluna
[47]. Uma das maneiras de se determinar o indice de reten¢cdo de um composto, é a
partir de um cromatograma de uma mistura de um composto com uma Sseérie
homologa de pelo menos dois alcanos de cadeia normal como padrbes, sob as

mesmas condi¢cdes cromatogréficas [47]. O célculo do indice de retencdo pode ser
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feito pelo indice de Kovats (sem mudanca de temperatura) ou pelo indice de Van
den Dool and Kratz (com programacao de temperatura).

Entre as ferramentas analiticas citadas, a espectrometria de massas talvez
seja a mais aplicada, devido as informacdes que se pode obter sobre as estruturas
de moléculas inorganicas, organicas e bioldgicas, como também a composi¢do
qualitativa e quantitativa de misturas complexas [47]. A primeira aplicacdo da técnica
de espectrometria de massa foi no inicio dos anos de 1940 pela industria de
petréleo. A partir dos anos de 1950, com o aperfeicoamento dos espectrometros de
massas comerciais, varios compostos organicos foram identificados e suas
estruturas elucidadas. A continuacéo da aplicacdo de espectrometria de massas, fez
com que a década de 1980 testemunhasse novos métodos para produzir ions a
partir de moléculas termicamente labeis ou ndo volateis. Atualmente estruturas com
altas massas molares como polipeptideos, proteinas e outros biopolimeros, estdo
sendo determinados através da espectrometria de massas [47].

A espectrometria de massas € um eficiente método de identificacdo de
compostos, mas nao de separacdo. Para as analises de misturas, que
evidentemente necessitam de uma separagao prévia, as técnicas hifenizadas como
cromatografia gasosa-espectrometria de massas (GC-MS), cromatografia liquida-
espectrometria de massas (LC-MS) e eletroforese capilar-espectrometria de massas
(CE-MS) sao geralmente preferidas por permitir a identificacdo e quantificacdo dos
metabolitos individualmente.[31,32].

Para a IUPAC (1993), cromatografia € um método fisico de separacdo em que
0s componentes a serem separados sdo distribuidos entre duas fases, uma
estacionaria, e outra que se move numa direcdo definida [48]. A cromatografia esta
entre os métodos modernos de andalise, que associadas a técnicas como a
espectrometria de massas e espectrofotometria, possibilitam além de separar os
constituintes da mistura, identifica-los e quantifica-los com seguranga [49].

A cromatografia gasosa foi introduzida nos anos de 1950 tendo grande
aceitacdo para analises de compostos organicos volateis [50]. E uma técnica de
separacdo por distribuicdo massica (particdo ou adsor¢do) dos componentes de
uma amostra vaporizada que ocorre em uma coluna que contém a fase
estacionaria (sélida ou liquida) e a fase movel (gas). Essa técnica é baseada na

vaporizacado e insercdo da amostra na coluna cromatogréafica, seguida de uma
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eluicdo por um fluxo de um gés de arraste, quimicamente inerte. Durante a eluicéo,
0s analitos séo retidos por um determinado tempo na coluna, e no final da coluna
sédo detectados em tempos diferentes e enviados a um sistema de dados gerando
um grafico denominado cromatograma [50,51]. Devido a sua exceléncia como
técnica quantitativa, além de sua sensibilidade, a técnica torna possivel a obtencao
de resultados que variam entre picogramas a miligramas [48,51]. O uso do GC-MS
€ uma excelente solucdo para analises de misturas complexas e tem sido
amplamente utilizada na metabolémica [44]. Volateis e metabdlitos termoestaveis
polares e apolares séo identificados ou confirmados pela comparacdo dos indices
de Retencéo (IRs) dos compostos e a interpretacdo do espectro de massas, ou
ainda utilizando padrdes de referéncia [52].

A analise de metabdlitos usando a técnica de GC-MS foi usada nesse
trabalho, uma vez que o objetivo foi identificar e quantificar um determinado
metabdlito ou um conjunto de metabdlitos que possam discriminar amostras de
mangas que foram expostas a radiacdo gama daquelas que nao passaram por

€SSe processo.

1.6 Perfil de Compostos Volateis da Manga

A aceitacdo dos produtos alimenticios no mercado depende de sua qualidade,
sendo o aroma como um dos principais atributos na escolha e consumo do alimento
[53]. Estdo associados ao aroma estado de conservacdo adequado dos alimentos,
estagio de maturacdo de frutas e hortalicas e perdas nutricionais decorrentes da
degradacéo térmica [54].

O aroma e sabor caracteristico sdo conferidos aos alimentos pela presenca
de compostos volateis [55], que chegam aos receptores olfativos, inicialmente pelas
narinas (aroma) e, depois que o alimento é colocado na boca, pela cavidade
retronasal (sabor) [56].

O aroma de frutas € constituido por compostos volateis de baixa massa
molecular (MM) e de baixa polaridade [57]. pertencentes a diversas classes
guimicas como: acidos carboxilicos, aldeidos, ésteres, lactonas, alcoois e éteres de
cadeias alquilicas curtas, terpenos (principalmente mono e sesquiterpenos) e ainda,

em menor escala, compostos aminados e sulfurados. A concentragcdo desses
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compostos é geralmente expressa em microgramas por litro (ug L™), podendo ser
afetado por fatores agronémicos (variedades, condi¢cdes climaticas, estadio de
maturacdo) e tecnologicos (colheita, pdés-colheita, tratamentos, condicbes de
armazenamentos e processamentos) [46,57,58,59].

Os primeiros estudos sobre constituintes volateis em mangas foram
desenvolvidos em cultivares da india [51]. Desde entdo, diversas pesquisas vem
sendo realizadas com o intuito de identificar os volateis em mangas em diversas
partes do mundo. Pela sua complexa composi¢do quimica, mais de 300 compostos
volateis pertencentes as mais variadas classes ja foram identificados em mangas
[58].

Mono e sesquiterpenoides representam entre 16—90% dos compostos volateis
em mangas, ficando os demais compostos responsaveis pelos odores peculiares ao
aroma de cada cultivar [57,60], caracterizando assim as mangas conforme sua

origem [55]:

e Asia: ésteres, furanonas e lactonas.
e Africa: compostos glicolisados como, monoterpenos oxigenados,
ésteres, aldeidos e norisoprenoides.

e Américas: terpenos, com destaque para o 5-3-careno.

Quinze cultivares brasileiras foram analisadas por GC/MS resultando na
formacdo de trés grupos, classificados de acordo com o composto majoritario,

ficando assim distribuido [58]:
e a-Terpinoleno: Cheiro, Chana, Bacuri, Cameta, Gojoba, Carlota,
Coquinho e Comum.
e §-3-Careno: Tommy Atkins, Haden e Keit.
e Mirceno: Cavalo, Rosa, Espada, Paulista.

Segundo Lebrun et al [61], a principal classe de compostos em mangas sao
os hidrocarbonetos terpendlicos, sendo o 6-3-Careno o composto majoritario na
maioria das cultivares de manga, junto com o limoneno, B-ocimeno, mirceno e a-

terpinoleno.
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Os terpenos sdo constituidos por sucessivas unidades de isopreno (2-metil-
but-1,3-dieno), cuja formula molecular € CsHg. De acordo com o numero de unidades
de isopreno, os mesmos sao classificados como: monoterpenos (formados por duas
unidades — CipHig); sesquiterpenos (por 3 unidades — CisHyy); diterpenos (por 4
unidades — CyoHsp); triterpenos (por 6 unidades — CsoHgg); tetraterpenos (por 8

unidades — C4oHes); € 0s politerpenos (formados por mais de 8 unidades) [62]

Segundo Canuto et al [58], em trés estadios de maturacdo da cultivar Tommy
Atkins, dezesseis componentes representam a constituicdo volatil basica dessa
variedade: a e B-pineno, B-mirceno, 3-careno, a-terpineno, p-cimeno, D-limoneno, B-
ocimeno, y-terpineno, a-terpinoleno, a-copaeno, a-gurjuneno, trans-B-cariofileno, a-

cariofileno, B-selineno, além de um composto que néo foi identificado.

Ainda para Canuto et al [58], o aroma desenvolvido pelos frutos ao longo do
amadurecimento de manga da cultivar Tommy Atkins mostrou que monoterpenos
sdo 0s constituintes mais abundantes e que a presenca de ésteres etilicos e etanol
estdo associados a maturacdo. Os autores ainda afirmam que 0Ss compostos,
metacrilato de etila, limonen-4-ol, p-cimen-8-ol, eucarvona, y-elemeno e a-amorfeno,
foram relatados pela primeira vez como componentes do aroma de manga da

cultivar Tommy Atkins.

1.7 Headspace Dinamico

A técnica de headspace foi desenvolvida pelo perfumista suico Roman Kaiser
nos anos de 1970. Usada por perfumistas do mundo inteiro com o objetivo de extrair
compostos que compde os aromas de plantas tropicais, para depois reproduzi a
partir de compostos sintéticos similares [63].

O termo “headspace” é usado para designar a fase gasosa imediatamente
acima da fase sélida ou liguida, armazenada em recipiente hermeticamente fechado
[64], ou expressdo adaptada para a fase gasosa em equilibrio com a matriz [53].

A analise por headspace ndo depende da concentracdo e da pressdo de
vapor dos compostos volateis presentes, mas de todos os componentes da matriz
que exercem influéncia na estabilidade e liberacdo dos compostos responsaveis

pelo aroma [53]. A principal caracteristica do headspace & a possibilidade da
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determinacdo de componentes volateis da amostra a ser analisada de forma direta.
Isto a torna muito eficiente, pois possibilita a introducdo da amostra no cromatografo
a gas sem pre-tratamento [65].

A técnica de analise por headspace € muito utilizada na pré-concentracéo de
compostos volateis em baixas concentragdes [66]. E uma técnica excelente e
sensivel, e vem oferecendo resultados significativos e reprodutiveis [53]. Nessa
técnica, o analito, por ser necessariamente mais volatii que a matriz, volatiliza
preferencialmente, podendo ser determinado sem os interferentes dos outros

componentes da amostra, através da andlise do vapor desprendido do analito [65].

A andlise por headspace é geralmente definida como a extracdo da fase
gasosa, envolvendo a particdo dos constituintes volateis entre a matriz e a fase
gasosa [67]. Pode-se dizer que existem dois tipos gerais de analise por headspace:

headspace estatico e headspace dinamico.

Na analise por headspace estéatico, a amostra (sélida ou liquida) é confinada
em um recipiente fechado podendo ser submetida a aquecimento ou ndo para que
entre em equilibrio com seu vapor. Esta analise requer um controle rigoroso da
temperatura, para que seja mantido o equilibrio entre as fases do sistema. A
concentracdo do analito € mantida nas diferentes fases com o passar do tempo
[64,67]. Uma desvantagem apresentada por essa técnica € que a vaporizacao nao é
completa, pois quando o equilibrio liquido-vapor é atingido, ndo ha incremento na
concentracdo dos volateis. A pressdo de vapor do analito mais volatil inibe a

vaporizacao do menos volatil [68].

Na analise por headspace dinamico, a extracdo dos volateis da matriz é
continua [66]. Na verdade é uma associacdo do headspace com outra técnica de
amostragem denominada purge & trap (purgar e aprisionar) [68]. A passagem de um
gas inerte remove os volateis da matriz de forma continua, alterando assim a todo

instante o equilibrio e a composi¢édo da fase gasosa durante a extracao [67].

A coleta continua dos compostos volateis, realizada a vacuo, € uma das
vantagens dessa técnica. Outras vantagens S&a0: pouco manuseio necessario;
isolamento e enriqguecimento dos volateis em temperatura ambiente; estudos
gualitativos e quantitativos sdo permitidos; sensibilidade para compostos de alta

volatilidade e baixo custo [50,64]. Embora a analise por headspace dinamico nao
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seja muito sensivel aos compostos de baixa e média volatilidade, em comparacao
com headspace estatico apresenta uma maior sensibilidade para esses compostos
[67].

O favorecimento em concentrar os volateis organicos, faz com que a extracédo
de compostos volateis por adsorcdo em sélidos seja bastante usada. Trés tipos
basicos de adsorventes sdo usados para esse tipo de extracdo: substancias
inorganicas, carvao adsorvente (Carbopack) e polimeros organicos adsorventes
(Tenax) [69].

O 6xido 2,6-difenil-p-felineno conhecido como Tenax ® TA é um polimero
organico poroso usado para capturar volateis e semivolateis de matrizes sélidas ou
liquidas. E termicamente estavel, apresenta baixa afinidade por agua e baixo nivel
de impurezas [68,69,70]. O Tenax ® TA apresenta a desvantagem de ter uma
pequena capacidade de adsorcdo de compostos muitos volateis (<C-), ou polares.
Adsorventes a base de carbono (Carbopack), ttm um maior poder adsortivo para
compostos muitos volateis quando comparados com o0s polimeros organicos, por
isso estdo entre as melhores op¢Bes na remogcao de compostos volateis [68]. Sdo
geralmente ndo porosos, hidrofébicos, de baixo custo e posuem grande eficacia na
remocdo de compostos com massa molar entre 45 a 130 g mol™?, que é a faixa da

maioria dos compostos odorantes [71,72].

1.8 Anélise Multivariada

A Quimiometria pode ser definida como a parte da quimica que aplica
métodos matematicos e estatisticos para definir ou escolher as melhores condicdes
para realizacdo de um experimento ou obter uma maior quantidade de informacéo e
melhores resultados analiticos a partir de um conjunto de dados [73].

Segundo Barros Neto et al [74], foi na primeira metade da década de 1970
que a quimiometria comecgou formalmente, porém, somente quando o computador
passou a ser utilizado em laboratério como componente de instrumento de medicéo,
gue se deu sua consolidacdo definitiva. Ainda segundo esses autores, as trés areas
da quimiometria que se consolidaram no Brasil foram: planejamento e otimizacdo de

experimentos; reconhecimentos de padrbes e calibragao multivariada.
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No planejamento e otimizagdo de experimentos, 0 objetivo € encontrar quais
variaveis exercem maior influéncia sobre um determinado processo e a relacéo entre
elas. No Reconhecimento de Padrdo (PR), uma certa quantidade de objetos
quimicos (como espectros ou cromatogramas), sdo descritos por uma determinada
quantidade de variaveis (por exemplo, altura de picos de perfis cromatograficos). Na
Calibracdo Multivariada € necessario construir um modelo de calibracdo que
relacione uma série de medidas, como por exemplo, quimicas ou espectrais,
realizadas em amostras com uma determinada propriedade, como concentragao por
exemplo [73,74].

Duas aplicacdes importantes dos métodos de Reconhecimento de Padrdes
sdo: a Anadlise Exploratéria de Dados e a Classificagdo de Amostras. A Analise
Exploratéria de Dados tem como objetivos: 1) procurar localizar padrdes de
combinac¢des no conjunto de dados; 2) associar relacdes entre objetos e variaveis;
3) detectar amostras anémalas ou 4) agrupar amostras. Os dois métodos de anélise
exploratdria mais usados sdo a Analise de Componentes Principal (PCA, do inglés
Principal Component Analysis) e Andlise de Agrupamentos Hierarquico (HCA, do
inglés Hierarchical Cluster Analysis) [74,75].

Outra aplicacdo dos métodos de Reconhecimento de Padrdes é a
Classificacdo de Amostras, que tem sua aplicacdo em um conjunto de amostras
cujas propriedades e medidas sao conhecidas. Os métodos mais comuns utilizados
na quimica sdo a Regra dos Vizinhos mais Préximos — KNN (K-Nearest Neighbor),
Modelagem Independente e Flexivel por Analogia de Classe (SIMCA, do inglés Soft
Independent Modeling by Class Analogy) [74], e a Andlise Discriminante com
Calibracao Multivariada por Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA, do inglés Partial
least squares Discriminant Analysis), que € utilizada para aumentar a separacao
entre os grupos de observacoes [34].

No meétodo de Calibracdo Variada, é preciso construir um modelo de
calibracdo (criar uma relacdo entre propriedades medidas e concentragcbes, por
exemplo). Os métodos mais utilizados sdo: Regressao por Minimos Quadrados
Parciais (PLS - Partial Least Squares), Regressdes em Componentes Principais
(PCR), Algoritmo Genético (GA), as Redes Neurais Atrtificiais (ANN) e os Minimos
Quadrados Parciais Nao Lineares (N-PLS) [74].
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Como ja mencionado no item 1.4, a metabol6mica visa identificar metabolitos
responsaveis pela discriminagdo de grupos com status bioquimicos diferentes, por
isso se faz necessario o uso de analises multivariadas através de tratamentos
quimiométricos. Os formalismos multivariados utilizados neste trabalho, foram: PCA,
PLS —DA e KNN.

1.8.1 Analise de Componentes Principais (PCA)

Um dos mais importante métodos utilizado na quimiometria [75], a PCA visa
diminuir a dimensionalidade do conjunto de dados original, mantendo a maior
guantidade de informac@es (variancia) possivel. Isso acontece através da formacéao
de novas variaveis, em um novo sistema de eixo denominadas de Componentes
Principais (PCs), que séo ortogonais entre si. Cada PC é uma combinacao linear das
variaveis originais e os coeficientes dessa combinacdo sdo denominados pesos ou
loading [74,75,76]. Os eixos das PCs s&o calculados em ordem decrescente de
importancia. Isto quer dizer a PC1 € tracada no sentido da maior parte da variancia
do conjunto de dados, a PC2 é tracada ortogonalmente em relacdo a PC1,

apresentando a maior variancia nédo explicada pela PCl, a PC3 é tracada

ortogonalmente em relacéo as PC1 e PC2, e assim sucessivamente [29,74,75].

E possivel projetar em gréaficos bi ou tridimensionais os escores alcan¢ados
por cada amostra nas PCs ou o0 pesos de cada variavel nas PCs. Com isso, pode-se
investigar a formacéo de grupos, detectar amostras andmalas (outlier) e determinar
guais variaveis sdo mais importantes para as diferencas observadas [29,77]. A PCA
€ também um método ndo supervisionado, ou seja, nao utiliza as informacbes
acerca da classe das amostras. Mas é muito sensivel a outliers, o que é interessante
pois pode auxiliar na selecdo de amostras a ser utilizada quando da utilizacdo de
métodos supervisionados de analise, como o PLS-DA, pois a normalizagédo de dados

e remocéao de outliers sdo necessarios para o obtencéo de bons resultados [77].
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1.8.2 Anaélise Discriminante por Minimos Quadrados Parciais — PLS-DA

De um modo geral, a PCA precede a PLS-DA, que é a ferramenta de
estatistica multivariada supervisionada mais empregada em trabalhos de
metabolémica [34]. Isto porque ela € utilizada para eliminar outliers, impedindo que
amostras andmalas atrapalhem a construcdo do modelo de classificacéo.

A PLS-DA é um método supervisionado, muito empregado na quimiometria e
apropriado para construcdo de modelos de classificacdo e identificacdo de
metabdlitos potencialmente importantes envolvidos nas alteracdes metabdlicas [78].
Por isso, € frequentemente utilizada na estratégia metabolémica [79]. Em tese, é a
associacdo de um método de classificacdo, a Analise Discriminante (DA), e de uma
regressdo, PLS, aplicada neste caso a problemas de classificacdo [80]. E
importante, no uso da PLS-DA, definir o nUmero de variaveis latentes (componentes)
a ser utilizado para a construcdo do modelo de variancia. Essas variaveis latentes,
assim como as PCs, sdo combinacgdes lineares das variaveis originais. No entanto,
elas sdo construidas considerando a classe das amostras, que no caso da
metabolémica, € o status bioquimico da amostra. Assim, a PLS-DA projeta os dados
(x) para um espago de baixa dimensé&o (reducdo de dimensionalidade), que aumenta
a separacdo entre diferentes grupos de dados nas primeiras dimensdes (variaveis
latentes) [77]

Investigando as variaveis mais importantes para a classificacdo, pode-se
extrair informacdes acerca da intervencao externa que provocou a diferenciacao das
amostras. E muito comum que os trabalhos que usam esta estratégia metabolémica
tenham um numero reduzido de amostras, o que em alguns casos torna inviavel a
utilizagdo de um grupo de teste para validar o modelo. Nestes casos, utiliza-se a
validacdo cruzada (cross validation), um método usado para avaliar um modelo a
partir de um conjunto de dados, onde a escolha do numero de componentes
principais se baseia na analise de quéo acurado é o seu desempenho para um novo
conjunto de dados [81]. Em outras palavras, a validacéo cruzada testa a predicao do
novo modelo construido com as amostras restantes. O teste de validacdo cruzada

utilizado neste trabalho foi o Leave-one-out cross-validation (LOOCYV).
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1.8.3 K- Vizinhos mais Préximos — KNN

O algoritmo dos K- Vizinhos mais Proximos (KNN do inglés , K-Nearest
Neighbor) € uma abordagem muito simples, utilizada mais pelos quimicos do que
pelos estatisticos, pois ndo requer métodos elaborados que envolvam modelagem
de dados que s&o inerentes a fazer suposicdes como a normalidade das
distribuicdes de ruido, que nem sempre sdo experimentalmente justificados. O KNN
faz poucas hipoteses [82].

KNN é um método de classificacdo ndo paramétrico [83], pois independe dos
parametros populacionais e suas respectivas estimativas. Métodos ndo parameétricos
nao exigem populacdes distribuidas normalmente. Métodos ndo paramétricos estao
relacionado com o teste de hipéteses multiplas de Brunner-Munzel.

Tradicionalmente o KNN classifica a amostra desconhecida baseando-se na
determinacdo da distancia Euclidiana ou de Mahalanobis, para as amostras com
classificacdo conhecida. A classificacdo da amostra desconhecida, € realizada
baseada na distancia desta amostra em relacdo as K amostras mais proximas do
conjunto de treinamento, isto é, de acordo com a similaridade que a amostra
desconhecida apresenta em relacdo as amostras do conjunto de treinamento [77]. A
classificacdo da amostra desconhecida é feita através do maior nimero de vizinhos
relacionados ou mais proximo a ele [84]. Assim, determinar o K (numeros de
vizinhos) e o tipo de distancia a ser considerado para aumentar a eficiéncia da

classificacdo é de fundamental importancia.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Construir um modelo metabolédmico para classificar as mangas da cultivar

Tommy Atkins em funcdo da exposicdo a radiacdo gama, identificando os

metabdlitos responséveis pela classificacao.

2.2 Objetivos especificos

221

222

2.2.3

Extrair compostos volateis, via headspace dinamico e obter o perfil
cromatografico dos compostos volateis, usando GC-MS a partir de
amostras de mangas da cultivar Thommy Atkins que foram expostas, ou
nao, a radiacdo gama;

Realizar andlise exploratdria de dados e classificacdo (PCA, PLS-DA e
KNN) a partir dos cromatogramas obtidos e investigar se ha
dissimilaridades estatisticamente confiaveis entre grupos compostos por
frutos irradiados e néo - irradiados;

Identificar quais compostos séo responsaveis pela discriminacdo, se

houver, entre o0s grupos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Preparacdo da amostra

120 mangas da cultivar Tommy Atkins com grau de maturacéo 4 (25% verde
e 75% vermelha), de acordo com a classificacdo proposta pela Embrapa [85],
visualizada na Figura 4, foram adquiridas na Central de Abastecimento de Alimentos
(CEASA/CEAGEPE), sendo os frutos originarios do Vale do Sdo do Francisco,
Petrolina-PE.

i & B @ H

Figura 4 — Aspecto externo de manga da cultivar Tommy Atkins em funcdo do grau de
maturacdo. Fonte: Embrapa Semi-Arido [85]

Os frutos foram conduzidos até o Laboratorio de Pés-colheita de Frutas do
Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE). La foram
selecionados 80, entdo lavados em agua corrente e colocados sobre uma bancada
forrada com papel toalha para secarem. Em seguida, foram enumerados

aleatoriamente de 1 a 80, conforme apresentado na Figura 5.


http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Manga/CultivodaMangueira/colheita.htm
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Figura 5 — Selecéo de manga da cultivar Tommy Atinkns para realizacdo do experimento

Os frutos foram colocados dois a dois em bandejas de poliestireno expandido (EPS)
e em seguida cobertos por filme aderente de PVC. Apds serem embalados, as
bandejas receberam numeracéao aleatéria de 1 a 40, conforme Figura 6.

Figura 6 — Distribuicdo e embalagem de mangas da cultivar Tommy Atkins para realizacéo
do experimento.

Os frutos foram divididos em dois grupos: Controle — amostras nao -
irradiadas, e irradiado — amostras irradiadas com dose igual a 0,5 kGy, padrao
utilizado para.retardar o tempo de maturacao de frutas [15,21].

Os frutos do Grupo Controle foram levados ao Departamento de Energia
Nuclear (DEN) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), onde foram
irradiados no irradiador do tipo Gammacell com fonte de ®°Co, modelo 220 Excel —
MDS, Nordilon (Figura 7), cuja taxa no momento da irradiagdo era de 4,658 kGy/h,
com tempo de exposicdo de 6 min e 26 seg.
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Figura 7 — Irradiador do tipo Gammacell com fonte de 0Co, modelo 220 Excel_MDS da
Nordilon do Departamento de Energia Nuclear (DEN) da UFPE.

Todos os frutos foram armazenados em camara de refrigeracdo sob
temperatura de 12 (+ 2°C) e umidade relativa do ar de 60% no Laboratério de Pés-
colheita de Frutas do CRCN-NE, durante 18 dias, com o objetivo de simular o tempo
de armazenamento e transporte para o mercado externo. No décimo oitavo dia, 0s
frutos foram retirados do acondicionamento e levados para o Laboratério de
Ecologia Quimica da UFPE, apresentando grau de maturacdo 5 (25% amarela e
75% vermelha), de acordo com a classificacdo proposta pela Embrapa [85]. Os
frutos foram mantidos a 25°C por 18 horas quando foi iniciada a etapa de extracao
de volateis, através da técnica headspace dinamico.

3.2 Extracdo dos compostos volateis de mangas da cultivar Tommy
Atkins pela técnica de headspace dinamico.

Foram realizadas oito extragfes, com intervalos de trinta minutos cada, sendo
que cada extracéo foi composta por um branco e cinco amostras. As bandejas foram
escolhidas de forma aleatéria para a realizacao da extracao dos volateis.

Os volateis foram coletados usando dois frutos por amostra, que foram
colocados em um saco plastico de polietiieno (Assa Pratsy - marca. Alumileste),
conforme apresentado na Figura 8. Na extragdo foi utilizada uma bomba de succéo
(Thomas G12/01EB) em fluxo constante de aproximadamente 6 L.min™, através de
traps adsorventes, contendo uma mistura 1:1 Tenax™ TA (malha 60/80 mesh, da
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SUPELCO) e Carbopack™ X (malha 40/60 mesh, da SUPELCO). Neste trabalho foi
usada uma mistura de Tenax ® TA e Carbopack . A mistura Tenax-Carbopack
visando aumentar a capacidade de absorcao de volateis organicos [65]. Os brancos

seguiram o mesmo padrdo, porém sem a presenca dos frutos.

Figura 8 — Extragcéo de volateis de mangas da cultivar Tommy Atkins mediante o0 método de
headspace dinamico.

A dessorcdo dos volateis organicos capturados nos traps, foi realizada com
aproximadamente 300 pL de hexano destilado, sendo recolhidas as trés primeiras
gotas. As amostras foram armazenadas sob refrigeracéo de aproximadamente -18°C
até a analise. Também foi colocado em uma das extremidades do saco um filtro de
carvao ativado, com o propdsito de filtrar o ar que passava pelos frutos na hora da
extragao.

Antes da extracdo, os traps e filtros de carvao ativado foram condicionados,
para garantir a eliminacdo de qualquer substancia volatil presente nos mesmos.
Inicialmente, os traps foram lavados com um volume aproximado de 2 mL de
hexano, por trés vezes, colocados sobre uma chapa de aquecimento a uma
temperatura inicial de aproximadamente 50°C por 10 minutos, em seguida elevada a
200°C, por 3 horas.

As analises dos compostos volateis das mangas foram feitas através de
cromatoégrafo gasoso (Modelo 7890, Agilent Technologies) acoplado a um
espectrometro de massas (Modelo 5975, Agilent Technologies). O sistema

cromatografico consistiu de uma coluna capilar DB-5MS (5% difenil dimetil
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polissiloxano) com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pm de
espessura do filme. A temperatura do forno foi mantida em 40°C por 2 min.,
aumentada em 4°C min™ até 180°C e mantida por 5 min., totalizando um tempo de
corrida igual a 42 min. A temperatura do injetor foi mantida a 250°C. Razao de
divisdo mantida igual a 1:10. O volume injetado foi igual a 1 pL. A linha de
transferéncia foi mantida a 260°C. O gas hélio foi utilizado como fase mével com
fluxo igual a 1 mL min™. O espectrdmetro de massa operou com temperatura da
fonte de ions igual a 230°C; energia para ionizacdo igual a 70 eV e faixa de m/z
entre 30 e 350 uma.

Os compostos foram identificados através dos seus indices de retengéo (IR) e
da comparacdo dos seus espectros de massas com o0s da literatura Adams [83].
Para a determinacdo dos IRs, foi realizada uma co-injecdo utilizando uma das
amostras misturada a uma aliquota de solucdo contendo uma série homdloga de
alcanos Cg-C39. O Indice de Van den Dool and Kratz, foi o determinado neste
trabalho. A férmula usada para o indice de retencdo de Van den Dool e Kratz [86] é

apresentada na Equacéao 1.

T = tra)
IR=100i | —— [ +100n (Equagéao 1)
tHp) — tHa)
Onde:
IR indice de Retencéo
teo tempo de retencdo do composto de interesse.
tHa) tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui antes do composto
de interesse.
tHp) tempo de retencdo do hidrocarboneto que elui depois do composto
de interesse.
I diferenca entre os niameros de carbonos entre os hidrocarbonetos
gue eluem antes de depois do composto de interesse.
n numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes do composto

de interesse.



50

3.3 Anédlise multivariada

Uma matriz de dados 37 casos X 41 variaveis (Apéndice B) foi construida
como ponto de partida para o tratamento quimiométrico.

Para as andlises de PCA e PLS-DA os dados foram pré-processados através
do autoescalonamento, no qual a matriz é centrada na média dos valores através da
subtracdo do valor de cada elemento da matriz da média de cada variavel (coluna),
e depois, normalizada pelo desvio padrédo variavel. Isso é feito para que todas as
variaveis possam exercer influéncia equivalente sobre os resultados, como também
torna-los adimensionais [87]. Para o KNN, por ser uma ferramenta ndo paramétrica,
nao foi preciso normalizar a matriz, ou seja, foram usados os dados brutos da matriz.

O tratamento estatistico foi realizado usando a plataforma on-line
MetaboAnalyst 2.0, para as analises quimiométricas por PCA e PLS-DA, e o
software "R program", usado para a analise por KNN. Os modelos foram validados
através do Leave-one-out (LOOCYV). A validacdo cruzada LOOCYV foi utilizada para a
elaboracdo do modelo de calibracdo (modelo de previsdo). O modelo de calibragcéo
criado foi elaborado com as amostras restantes (n-1) pela retirada de uma amostra,
de forma aleatoria, do conjunto de dados. A retirada da primeira amostra foi testada
como primeira validacdo do modelo de calibragdo criado. Isso foi feito para cada
amostra retirada, de forma continua e sempre aleatéria, criando e testando assim,

um “n” numeros de modelos de calibracio.
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4 Resultados e Discusséo
4.1 Extracdo dos compostos volateis via headspace dinamico

A extracao dos compostos volateis por headspace dindmico realizada através
de um extrator de compostos volateis em série construido no Laboratério de
Ecologia Quimica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE (Figura 9),
foi muito relevante para a reducdo de tempo de extracdo dos compostos volateis,
como também na diminuicdo da variacdo das condi¢cdes ambientais do laboratoério
entre a primeira e a Ultima extracdo. O extrator de compostos volateis em série, € um
sistema inovado, € constituido de trés bombas de suc¢do (Thomas G12/01EB) com
duas saidas cada, com o controle de fluxo independentes e o sistema utilizado pode
ser elétrico ou por bateria. Uma nota técnica sera enviada a revista Quimica Nova.

O tempo de cada extracdo foi de aproximadamente 60 minutos, caso a
extragcao tivesse acontecido com uma ou duas amostras por cada extragao, o tempo
total para as extracdes teriam sido de 40 ou 20 horas respectivamente. A extracao
com o extrator em série de compostos volateis para o headspace dinamico, o tempo

gasto foi de aproximadamente 8 horas.

Figura 9 — Extrator em série de compostos volateis para headspace dinamico, construido no
Laboratério de Ecologia Quimica do Departamento de Quimica Fundamental da
UFPE.

Nas literaturas consultadas, as mangas utilizadas para a extracdo dos
compostos volateis, foram usadas na forma de polpa ou suco, independente da
técnica usada, seja por headspace dinamico (HSD) [88] ou headspace estatico
(HSE) [54], microextragdo em fase sélida (SPME) [53,] ou pelo método Likens-

Nickerson (destilacdo-extragdo com solvente) [89]. No trabalho aqui apresentado, a
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extracdo se deu de forma n&o invasiva, caracterizando assim, uma nova condi¢ao

para a extracdo de compostos volateis.

4.2  Aparéncia geral das mangas

Comparando as mangas irradiadas e n&o-irradiadas, n&do foi observada

qualquer diferenca no que diz respeito a aparéncia externa, Figura 10, ou interna,

Figura 11.
4

Figura 10 — Aparéncia externa de manga da cultivar Tommy Atkins no dia da extracdo. (A=
mangas irradiadas; B= mangas nao-irradiadas).

Figura 11 — Aparéncia interna de manga da cultivar Tommy Atkins no dia da extracéo.
(superior = mangas irradiadas; inferior = mangas néo-irradiadas).
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4.3  Perfil cromatogréafico dos compostos volateis através do GC-MS

4.3.1 Identificacdo dos compostos volateis através do indice de
retencdo

Foram submentidas a corrida cromatografica por GC-MS, 18 amostras
irradiadas e 19 controle.

O perfil cromatografico tipico do odor de mangas da cultivar Tommy Atkins

esta apresentado na Figura 12.
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Figura 12 — Perfil cromatografico de manga da cultiva Tommy Atkins.

A andlise dos cromatogramas resultou em dois compostos majoritarios, a-
pineno (. = 9,41 min), e 3-careno (t = 12,24 min) identificados na Tabela 2 e no
cromatograma da Figura 12. Na analise estatistica dos dados, que ser& discutida
no Item 4.3, trés compostos foram considerados importantes para discriminar as
amostras em funcdo da exposicdo, ou ndo, a radiacdo gama. a-felandreno, o
octanoato de etila e o germacreno-D. No entanto, foram identificados mais 11
(onze) compostos nas amostras analises, identificados a partir dos seus IRs e
através da comparacdo de seus espectros de massas descritos na literatura [86].
Além dos 16 (dezesseis) compostos ja citados, destacam-se mais cinco sinais nao
identificados, que no entanto foram utilizados na analise estatistica multivariada. A
Tabela 2 apresenta esses compostos, que estao ordenados em funcdo do tempo

de seus tempos de retengéo.
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Tabela 2 — Identificacdo dos principais compostos volateis encontrados em manga
da cultivar Tommy Atkins ap6s 18 dias de armazenamento sob

temperatura de 12°C.

Pico® Tr (min)®  IRw®  IRagams” Composto
1 3,380 - - Nao-identificado
2 3,871 - - N&o-identificado
3 5,268 - - Butanoato de etila
4 5,648 - - Nao-identificado
5 6,682 - - N&o-identificado
6 9,411 932 932 a-Pineno
7 9,700 940 - N&o-identificado
8 9,921 946 946 Canfeno
9 10,947 974 974 B-Pineno
10 11,555 991 988 B-Mirceno
11 11,905 1001 997 Hexanoato de etila
12 11,997 1003 1002 a-Felandreno
13 12,238 1010 1008 3-Careno
14 12,460 1016 1014 a-Terpineno
15 12,906 1028 1024 Limoneno
16 14,051 1058 1054 y-Terpineno
17 15,071 1086 1085 Isoterpinoleno
18 15,145 1088 1086 Terpinoleno
19 19,160 1198 1196 Octanoato de etila
20 26,619 1422 1423 Cariofileno
21 28,538 1483 1484 Germacreno-D

Nota: ® Numero do pico pela ordem de eluicdo na coluna; ® Tr: tempo de retencdo dos
compostos; @ IRy indice de retencdo da amostra; ® IRagams: indice de retencéo da

literatura [87].



55

As Figuras de 13 a 28 do Apéndice A, mostram a comparagdo entre 0s
espectros de massas do composto da amostra com os descritos na literatura [86]:

A determinacdo cromatografica da composicdo de volateis de mangas da
cultivar Tommy Atkins irradiadas e nao-irradiadas, usando GC-MS, apresentou como
principais constituintes quimicos os terpenos e o0s ésteres. Os terpenos sao
caracteristicos das variedades de mangas americanas [58,88,90]. Estudos
realizados por [54,58,88] indicam que 0s monoterpenos sdo 0s volateis majoritarios
tanto na cultivar Tommy Atkins, como em outras cultivares.

Em geral, quando se fala de compostos volateis de frutas, terpenos e ésteres
sdo compostos volateis majoritarios em frutas. No caqui (Diospyrus kaki L.,
Ebenaceae), o 3-careno (monoterpeno) € o composto majoritario, seguido dos
ésteres de cadeia longa como o octanoato de metila e heptanoato de etila [91].
sobre a composicdo do aroma de frutos da pitangueira (Eugenia uniflora L.,
Myrtaceae), indicam que o0s terpenos sdo 0s majoritarios, € no Araca-Boi (Eugenia
stipitata, Myrtaceae), os compostos volateis majoritarios sdo germacreno-D, [3-
pineno e a-pineno [92].

Além dos terpenos, ésteres também sdo constituintes majoritarios de frutas
como maracuja (Passiflora edulis forma Flavicarpa, Passifloraceae), caja (Spondias
mombin L., Anacardiaceae) [93], pequi (Caryocar brasiliense Camb., Caryocaraceae)
(ésteres com 81,4% a 96,40% e terpenos com 3,59% a 23,5%) [94] e a cagaita
(Eugenia dysenterica, Myrtaceae) (apresentando como aroma frutal o hexanoato de
etila e o butanoato de etila) [92].

A presenca dos ésteres em frutos pode estar associado ao metabolismo de
aminoéacidos, que formam aldeidos, podendo esses serem convertidos a alcoois,
acidos carboxilicos ou ésteres, como produto de reducdes, oxidacdes e
esterificagOes, respectivamente [92].

Os ésteres sao os responsaveis pelos aroma frutal de um modo geral, assim
COmo 0s terpenos, 0s responsaveis pela nota de aroma verde. Aroma frutal, como o
nome diz, é caracteristico de frutas, ndo estando associado diretamente a uma ou
outra fruta especificamente. Esteres de trés a oito atomos de carbono estdo
associados as notas de aroma mais tipicas e mais intensas. Ja a nota de aroma
verde quando designado para as mangas nas variedades Tommy Atkins, Haden,

Espada e Rubi, é primordialmente atribuida ao monoterpeno 3-careno essa [54].


http://pt.wikipedia.org/wiki/Ebenaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Caryocaraceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Myrtaceae
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Resumindo, foram observados compostos de trés classes — monoterpenos,
sesquiterpenos e ésteres. Os graficos 2, 3 e 4, apresentam a frequéncia observada
para 0s monoterpenos, sesquiterpenos e ésteres, respectivamente, nas amostras

irradiadas e controle.

Silvestreno
Terpinoleno

g - Terpineno
a - Felandreno
Canfeno

M Irradiada (un.)

Mirceno m Controle (un.)

Limoneno

B - Pineno

3 - Careno

o - Pineno

Gréfico 2 — Frequéncia de monoterpenos nas amostras de mangas da cultivar Tommy
Atkins.

o - Humuleno

Copaeno
M Irradiada (un.)

m Controle (un.)
Cariofileno

Germacreno - D

o] 2 4 6 8 10 12

Gréafico 3 — Frequéncia de sesquiterpenos nas amostras de mangas da cultivar Tommy
Atkins.
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Hexanoato de etila

But-2-enoato de etila

M rradiada (un.)

m Controle (un.)
Butanoato de etila

Octanoato de etila

4] 2 4 6 8 10 12 14
Gréfico 4 — Frequéncia de ésteres nas amostras de mangas da cultivar Tommy Atkins.

A comparacao entre os cromatogramas obtidos a partir das amostras de
mangas Tommy Atkins irradiadas (Figura 29 A) e n&o irradiadas (Figura 29 B) indica
gue em ambos, 3-Careno (m) e a-Pineno (n) (Figuras 29 A e 29 B), sdo os dois
compostos majoritarios. Varios artigos [54,58,88,89,90] confirmam que esses dois
compostos sdo de fundamental importancia na caracteristica e especificidade do
aroma das mangas Tommy Atkins, como também s&o majoritarios em outras

cultivares, como mostrado a seguir.
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Figura 29 — Cromatograma da manga Thommy Atkins controle (A) e irradiada (B) com o
registro dos dois compostos majoritarios 3-Careno (m) e a-Pineno (n).

Para Franco et al. [88], o 3-careno é o composto majoritario para as cultivares
Tommy Atkins, Haden e Keitt, enquanto que a-pineno é o segundo composto
majoritario na cultivar Tommy Atkins. Esses mesmos autores concluiram que o 3-
careno e o a-pineno sdo os dois componentes de maior abundancia na cultivar
Tommy Atkins.

Para Lopes et al. [54], o 3-careno é 0 composto majoritario nas variedades
Haden, Rubi e Thommy Atkins. O a-pineno é o segundo majoritario somente na
variedade Tommy Atkins.

Canuto et al. [58], pesquisaram a composi¢cdo quimica volatil de manga da
cultivar Tommy Atkins do Vale de S&o Francisco em trés estadios de maturacao e

relataram que, independentemente, o 3-careno foi 0 composto majoritario.



59

Canuto et al. [90], também pesquisaram os efeitos de inibidores de etileno
sobre a producédo de volateis em manga, visto que o etileno € muito importante na
inducdo do amadurecimento de frutas climatéricas. O resultado mostrou que o 3-
careno € o composto majoritario em qualquer estadio de maturacdo, com ou sem
inibidor. O a-pineno aparece como o0 segundo majoritario para as mangas maduras,
independentemente da presenca ou auséncia de inibidores.

A pesquisa realizada por McLeod e Snyder [89], mostrou a comparac¢ao dos
componentes volateis entre duas cultivares de mangas: a Tommy Atkins e a Keitt. O
resultado mostrou que ambas apresentaram semelhancas na concentracao total dos
volateis, com uma elevada predominancia da mesma classe dos compostos, 0s
terpenos, e também o mesmo constituinte 3-careno. a—Pineno apresentou-se em
maior concentracdo na cultivar Tommy Atkins.

McLeod e Snyder [89], nesse mesmo artigo apresentam uma tabela de
comparacao das classes de compostos de aromas e de alguns constituintes volateis
especificos entre oitos cultivares de mangas (Tommy Atkins, Keitt, Venezuelan,
Alphonso, Baladi, Jaffna, Willrad, Parrot). Os hidrocarbonetos monoterpénicos

também foram a classe dominante em todas cultivares.

4.3.2 ldentificacdo dos compostos volateis através do espectro de

massas

Os compostos foram identificados a partir de seus IRs e da andlise de seus
espectros de massas. Aqui, discutiremos apenas 0s espectros de massas dos
compostos que, no estudo quimiométrico, se mostraram responsaveis pela

discriminacdo entre as amostras que foram expostas ou nao a radiacdo gama.
4321 Octanoato de etila

O octanoato de etila (IR = 1198) tem formula molecular Ci9H200,. Seu ion
molecular tem sinal fraco, mas em geral é observavel [43], o ion-molecular tem m/z
172 e os principais fragmentos sdo 0s que possuem m/z 127, 101 e 88,

apresentados na Figura 30.
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Figura 30 — Espectro de massa do octanoato de etila.

Assim como os ésteres de metila, os ésteres de etila, propila, butila e alquilas
de cadeia longa, também passam por fragmentacdo do tipo segmentagcdo a e
rearranjo McLafferty [46,95].

O ion m/z 127 é formado pela perda de massa 45 uma (C,HsO®) do ion
molecular através da fragmentacdo a. A fragmentagédo a € a mais importante dos
ésteres, envolve a perda do grupo alcoxi (nesse caso, massa 45 uma) para formar o

fon acilio RC=0") [46], (nesse caso m/z 127). O ion acilio é caracteristico dos

ésteres [96]. O mecanismo de fragmentacdo € mostrado na Figura 31.

8 /o+ .

7 + O
m/iz=172

mi/z = 127 m =45

Figura 31 — Mecanismo de fragmentac¢&o do ion molecular para formacao do ion m/z 127.

A formacdo do ion m/z 101, de formula CsHgO,", ocorre a partir do ion
molecular e se deve ao rearranjo do hidrogénio da ligagao B. Além do rearranjo de
MacLafferty (Figura 33), os espectros de massa de acidos ou ésteres de cadeia
longa se assemelham as séries de aglomerados hidrocarbdnicos a intervalos de 14
unidades, em cada aglomerado existe um pico intenso em CpH2,.10, [95], como

mostra a Figura 32.
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Figura 32 — Mecanismo proposto para formagéo do ion m/z 101 a partir do ion. Molecular.

O ion m/z 88 é o pico mais intenso (pico base), e o mais caracteristico, devido
ao rearranjo McLafferty, que € préprio de ésteres etilico lineares. O rearranjo
McLafferty ocorre com a quebra da ligagao B em relagdo ao grupo C=0 e migracao

do hidrogénio da ligagcdo gama, como mostrado na Figura 33.
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Hegy o

O - CgH
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@

m/z 172 m/z 88

Figura 33 — Rearranjo McLafferty do ion molecular para a formag&o do ion m/z 88.
4.3.2.2 Germacreno-D

O Germacreno-D (IR = 1483) € um sesquiterpeno que tem férmula molecular
CisH24, coOm m/z 204 (M*). Sua formula estrutural € mostrada na Figura 34.

Figura 34 — Formula estrutural do Germacreno-D.
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O espectro de massas do Germacreno - D apresenta como principais

fragmentos m/z: 161, 119, 105, 91, que pode ser visto na Figura 35.
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Figura 35 — Espectro de massa do Germacreno - D.

O esquema proposto para a fragmentacdo do Germacreno-D segundo
Steliopoulos e Mosani [96] é mostrado na Figura 36.

O m/z 161 é o pico base. E formado pela perda do radical isopropil ("C3H;) a
partir do ion molecular, através da segmentacao a (rota a, Figura 36).

A segmentacdo a é uma das mais conhecidas. E iniciada no sitio radical. O
termo “segmentacdo o” é tido como confuso, pois a ligagdo quebrada ndo esta
diretamente ligada ao sitio radical e sim ao atomo vizinho (posi¢céo a). Pode ocorrer
em areas saturadas ou ndo saturadas, e ainda envolver heteroadtomo ou néo [46].

Uma outra proposta para a formacdo do m/z 161 é através da saida da
molécula neutra C,H, (m = 28) do ion m/z 189 (rota c, Figura 36). A formacgédo do m/z
189 foi obtida, por sua vez, pela saida do radical metil ("CH3z, m = 15 uma) do ion
molecular (rota b, Figura 36). A fragmentacdo do m/z 189 também d& origem ao m/z
147 pela saida da molécula neutra CsHg (Mm = 42 uma) (rota f, Figura 36).

As propostas para a formacédo do m/z 119, segundo Steliopoulos e Mosani
[96] sdo as seguintes: uma ocorre pela saida da molécula neutra C3Hg (m = 42 uma),
a partir do m/z 161 (rota e, Figura 35); e a outra proposta se dar a partir do m/z 147
(rota g, Figura 36), com a saida da molécula neutra C,H4 (m = 28 uma).

Para o m/z 105, duas propostas de fragmentagdo também sdo apresentadas
por Steliopoulos e Mosani [96]. Uma ocorre com a saida do C,Hs (m = 28 uma, rota
d, Figura 36), a partir do m/z 161, formando o m/z 133, que em seguida sofre
fragmentacao, formando o m/z 105 (perda do C,Hs;, m = 28 uma). A outra proposta, é

a fragmentacédo do m/z 147 (rota g, Figura 36), com a perda do CszHg (m = 42 uma).
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Figura 36 — Proposta para a fragmentacdo do Germacreno — D segundo modelo adaptado
de Steliopoulos e Mosandi [96].
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O m/z 91 é atribuido ao ion Tropilio. O ion tropilio € originado de compostos
aromaticos alquil substituidos (Figura 37). A provavel quebra na ligacédo B, em
relacdo ao anel, forma o ion benzila, que é estabilizado pela ressonancia ou o mais

provavel ion tropilio [95].

®_ R CH, CH,
-R*
B

H H
H
o H + H H
[CoHsCHRI" o -, 0 H
H H H
H 3 H "

fon Tropilio
Figura 37 — Formacéao do ion tropilio. Fonte: Silverstein [92].

O mecanismo abaixo (Figura 38).representa a formacdo dos ions m/z 105 e 91, a

partir dos ions m/z 133 e 119, respectivamente:

.

- ( — > // +

m/z 133 m/z 105
H
+ ({
+ +
— & /O
m/z 119 Tropilio

m/z 91

Figura 38 — Proposta para a fragmentagéo dos ions m/z 133 e m/z 119, na obtencao dos
jons m/z 105 e m/z 91.
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4.3.2.3 a-Felandreno

O a-Felandreno (IR = 1003) é um monoterpeno de férmula molecular C1oH16

com massa molar 136 gmol™. Sua férmula estrutural é apresentada na Figura 39.

Figura 39 — Férmula estrutural do a-Felandreno

O espectro de massas do a-Felandreno mostra um pico do ion molecular M*
136. Normalmente, alquenos ciclicos apresentam um pico molecular distinto [95].

Seus principais fragmentos sao os de m/z: 93 e 77 (Figura 40).

Abundance Scan 3985 (11.997 min): HSR_1.D\data.ms (-3966) (-)
930
5000
770
136.0
T S T e T L o B B A B A s A S
m/z--= 20 40 60 80 100 120 140 180 180 200 220 240 260 280

Figura 40 — Espectro de massa do a-Felandreno.

O ion m/z 93 (pico base), de formula C;Hy", é formado por isomerizacao,
seguida de uma clivagem alilica [95], com perda do radical isopropil (*CsH7, m = 43

uma) a partir do ion molecular (Figura 41).

3 PG

m/z = 93 m = 43
m/z = 136

Figura 41 — Fragmentag&o do ion m/z 136 para a formag&o do ion m/z 93.



66

Ja o fon m/z 77, apresenta formula CgHs', formado pela fragmentacgéo
simultanea com as perdas da molécula neutra CH, (m=16 uma) e do radical isopropil
("*C3H7, m=43 uma), através do rearranjo de hidrogénio, como mostrado na Figura 42

a partir do ion molecular.

r
T
Y

@ + CH,4 + N
l m= 16 m= 43
m/z 136
)

m/z 77

Figura 42 — Formacao do fragmento m/z 77 a partir do ion molecular.

4.4 Andlise Multivariada

Os resultados analiticos obtidos foram autoescalonados (média zero e
variancia um) antes de aplicar as técnicas quimiométricas. A analise exploratéria de
dados PCA e as de classificacdo PLS-DA e KNN foram as ferramentas estatisticas

multivariadas utilizadas neste trabalho.

441 PCA

A Figura 43 mostra o grafico de contribuicdo das componentes principais na
explicacéo da variabilidade dos dados coletados. A linha verde (acima) representa a
variacdo acumuladas entre as PCs, e a linha azul (abaixo), representa a variacao de

cada PC individualmente.
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Figura 43— Variacdo apresentada pelas PCs.

A soma dos valores obtidos para as trés primeiras componentes principais
(PC1 — 39,6%, PC2 — 15,6% e PC3 — 7,6%) apresenta uma explicacéo de 62,8% do
total da variancia do banco de dados.

Quando os resultados sdo mostrados através do grafico de escores PC1
versus PC2 (Figura 44), nenhum resultado significativo para distincdo entre os
grupos foi identificado. Os pontos vermelhos representam as mangas Tommy Atkins

nao-irradiadas e os verdes representam as mangas irradiadas.
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Figura 44 — Grafico de scores PC1 x PC2.
O mesmo pode ser afirmado quando séo feitas projecbes em 3D usando as

PC1, PC2 e PC3 (Figura 45). Nao é possivel afirmar categoricamente que ha uma

separacao entre as mangas irradiadas e ndo-irradiadas.
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Figura 45 — Gréfico de scores das trés principais PCs apresentadas em 3D. O valor das
variancias estdo apresentadas em parénteses.

Isso faz com que seja necessario o uso de métodos classificatorios

supervisionados como o PLS-DA e KNN.
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4.4.2 PLS-DA

A figura 46 apresenta o grafico de escores utilizando trés componentes
latentes. Observa-se uma separagcao, ou tendéncia de separacdo entre 0s grupos

representados em vermelho (n&o-irradiado), e verde (irradiado).
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Figura 46 — Grafico de escores das trés variaveis latentes de manga da cultivar Tommy
Atkins. Os valores das variancias estdo apresentados em parénteses.

Para saber se a separacdo apresentada € estatisticamente significativa ou é
devido ao ruido aleatério, um teste de validacdo cruzada foi realizado. O resultado
da validag&o cruzada € mostrado no grafico de paletas (Figura 47), considerando os

valores de R? Q? e Acurécia, para diferentes quantidades de componentes
(variaveis latentes).
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Figura 47— Representacdo do nimero de componentes PLS-DA de acordo com R?, Q° e
Acuracia. O asterisco vermelho mostra a acuracia com melhor resultado para
0 ndmero de componentes.

R? e Q? sdo duas medidas de desempenho comuns de avaliacdo dos
modelos PLS-DA, onde R? representa a soma dos quadrados capturados pelo
modelo, isto é, o coeficiente de correlacdo quadrado, e Q? representa capacidade
preditiva [41,77]. A acuracia podemos dizer que € a precisao da validacédo cruzada.
O asterisco em vermelho (*) indica que o melhor resultado é representado na
Acuracia para a utilizacdo de 4 componentes, que foi em torno 55%. Este resultado,
apesar de ser melhor que o observado quando utilizamos PCA, ainda é um resultado
ruim, pois em tese apresenta um erro de 45%. No entanto, podemos extrair uma
informacao importante: quais compostos tém maior poder discriminatorio entre 0s
grupos. Isto foi realizado considerando os escores VIP (Variable Importance in
Projection) de cada variavel (composto). O escore VIP indica a importancia de uma
variavel para a discriminacdo entre dois grupos, por exemplo. Sendo assim, ele
funciona como uma ferramenta de sele¢éo de variaveis, e € utilizado com frequéncia

para esse fim [97].
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No gréfico apresentado na figura 48, destacam-se a-felandreno, octanoato de
etila e o germacreno-D com os maiores escores VIP observados. Em média, o a-
felandreno apresentou-se mais concentrado (relativamente) no odor de mangas
irradiadas, enquanto o octanoato de etila e o germacreno-D apresentaram-se mais

concentrados no odor de mangas nao-irradiadas.

a-Felandreno o
Octanoato de etila ®

Germacreno-D ®

Silvestreno ®

) Alta
Limoneno ®

B-Pineno 9

Mirceno e

3- Careno )
Copaeno O

Butanoato de etila o)

Canfeno ®
. Baixa
But-2-enoato de etila ®
Hexanoato de etila ®

a-Pineno | @

Octano ®

I I I I I
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
Escores VIP
Figura 48- Principais compostos responsaveis pela discriminacdo entre grupos de

mangas da cultivar Tommy Atkins irradiadas e né&o irradiadas identificados
por PLS-DA.



73

4.4.3 KNN

Alternativamente fizemos o uso o uso da andlise classificatoria pelo KNN.

O KNN classifica a amostra desconhecida, de acordo com sua similaridade
em relagdo as amostras de um conjunto de treinamento [74], onde K € a quantidade
de vizinhos mais proximos da amostra desconhecida. O melhor valor de K, ou seja,
aguele valor que maximiza o namero de classificacbes corretas, € determinado
usando o método de validacdo cruzada [84]. O procedimento é feito pela excluséao
de composto, um por vez do conjunto de treinamento que entdo € classificado
através dos restantes dos compostos. Esse procedimento é feito para diversos
valores de K. O numero de erros de classificacdo determina o niamero de vizinhos
otimos no modelo. No nosso estudo, o melhor K encontrado foi igual a 9 (nove).

O resultado do teste de hipétese multiplas (Brunner-Munzel) apresentado na
Tabela 3, mostra que para um nivel de significancia p< 5%, os compostos volateis
octanoato de etila, germacreno-D e a-felandreno sdo os compostos responsaveis
pela discriminagéo entre os grupos de mangas da cultivar Tommy Atkins irradiadas e
nao irradiadas. Esses mesmos trés compostos estdo bem destacados em relacao
aos outros no grafico de escores VIP (Figura 48) do PLS-DA.



Tabela 3 — Teste de hipotese multiplas com valor crescente de p.

Variaveis Valor de
p
Octanoato de etila 0,0007
Germacreno-D 0,0080
a-Felandreno 0,0175
a-Pineno 0,0535
B-Pineno 0,0582
But-2-enoato de etila 0,1140
Hexanoato de etila 0,1192
Mirceno 0,1356
Cariofileno 0,2278
a-Tujeno 0,2526
Butanoato de etila 0,2591
Copaeno 0,2613
3-Careno 0,3402
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Variaveis Valor de
p
Limoneno 0,3751
Metilciclohexeno 0,3826
Silvestreno 0,4034
Canfeno 0,4126
Azuleno 0,4255
2,3-dimetil-Hexano 0,4450
a-Terpineno 0,5330
Ciclotrissiloxano 0,5655
2,2-dimetil-hexano 0,6180
Naftaleno 0,6321
3-metil-Heptano 0,6512
Octano 0,6515
2,5-dimetil Hexano 0,6618

Variaveis Valor de
p
B-Ocimeno E 0,6873
Terpinoleno 0,7122
Hexan- 2- ona 0,7370
v - Terpineno 0,7442
a-Humeleno 0,7770
2-metil-Heptano 0,7917
2,4-dimetil-Hexano 0,8023
Tolueno 0,8376
Terpinoleno 0,8907
But-2- enoato de etila 0,9104
1,3-Ciclohexadieno 1,0000
a-Selineno 1,0000
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O resultado da validacdo cruzada Leave-one-out (LOOCV), tendo os trés
compostos discriminantes, apresentado na Tabela 4, mostra uma acuracia de 83%
de acerto das mangas pertencentes ao grupo de mangas irradiadas e 79% de acerto
para o grupo de mangas nao-irradiadas. No geral, a validagao cruzada apresentou
81% de acerto para o K=9, resultado seja bastante expressivo se comparado ao

apresentado na validagcéo cruzada pelo PLS-DA.

Tabela 4 - Acuracia da validacdo cruzada do KNN de mangas da cultivar Tommy

Atkins
Grupo Estimado Acurécia
Grupo Real Irradiado Nao Irradiado (%)
Irradiado (I) 15 3 83
N&o Irradiado (N) 4 15 79

Fonte: Dados da pesquisa

Os resultados apresentados pelos dados estatisticos do KNN mostraram mais
uma vez, através da média da &rea relativa visto na Tabela 5, que octanoato de etila
e germacreno-D encontram-se em maior concentracdo relativa nos odores de
mangas ao grupo das mangas ndo-irradiadas, enquanto que a-felandreno é mais
predominante no grupo das mangas irradiadas. Compostos Vvolateis sao
responsaveis pela discriminacdo entre os grupos de mangas irradiadas das néo-

irradiadas.
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Tabela 5 — Média e desvio padrdo da éarea relativa* do octanoato de etila, a-
Felandreno e germacreno D de mangas da cultivar Tommy Atkins

Estatistica
Composto Grupo
N Média Desvio Padréao

Octanoato de etila I 18 0,27 0,91

N 19 2,67 6,39
Germacreno-D I 18 0,02 0,08

N 19 1,6 3.96
a-Felandreno I 18 1,35 1,24

N 19 0,61 0,68

* Area relativa ap0Os pré-processamento.

O octanoato de etila, o germacreno-D e o a-felandreno pertencem as classes
dos ésteres, sesquiterpenos e monoterpenos, respectivamente. Estes sdo classes
basicas das frutas de modo geral, isto €, fazem parte da composicdo quimica dos
volateis de frutas, conforme mostrado na literatura [58,88,94]. Os ésteres (de 3 a 8
atomos de carbono, como o octanoato de etila) sdo caracteristicos de aromas frutais
[54]. Canuto et al [90] estudaram o efeito de inibidores de etileno sobre a
composicdo de volateis a partir de mangas Tommy Atkins em diferentes estagios de
maturacdo. Eles observaram a presenca de octanoato de etila em um estagio
avancado de maturacdo na auséncia de inibidores. Tal observacao sugere, no nosso
estudo, que a radiacao poderia estar atuando como inibidor do etileno.

Com relacdo ao sesquiterpeno germacreno-D, Canuto et al. [58,88] o
referenciam apenas como constituinte volatil do odor de manga, caracteristico de
grau de maturacao intermediaria, isto €, de frutos semi-maduros.

O monoterpeno a-felandreno é pouco citado em estudos com aroma de frutos
das cultivares Tommy Atkins e Keitt. Seu isbmero, B-felandreno, contudo é citado
[54,,58,88,89]. Blakesley et al. [98], em seu trabalho com mangas da cultivar Kent

irradiadas ou ndo, estudaram a composi¢cdo dos compostos volateis dos frutos e
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verificaram n&o haver nenhuma diferenca na composicdo entre os diferentes

tratamentos.
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5 Conclusbes

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa podemos concluir que:

v Nenhum composto diferente daqueles ja citados previamente na
literatura foi encontrado nas amostras de aromas de mangas da
cultivar Tommy Atkins abordadas no presente estudo;

v Os dois compostos majoritarios do aroma de mangas da cultivar
Tommy Atkins foram 3-careno e a-pineno;

v' Octanoato de etila, germacreno-D e a-felandreno foram os constituintes
responsaveis pela discriminacdo entre os aromas de mangas da
cultivar Tommy Atkins irradiadas e nao-irradiadas nos dois tratamentos
estatisticos classificatorios;

v" Nas andlises multivariadas, a PCA nao foi um modelo estatistico ideal
para identificar a separacdo dos grupos irradiados dos nao-irradiados;

v' Entre os modelos estatisticos de classificacdo testados, o KNN
apresentou o resultado mais consistente;

v' A acuracia da validacao cruzada do KNN foi de 81%, enquanto a do
PLS-DA foi de 55%;

v Foi possivel construir um modelo metaboldémico para classificar as
mangas da cultivar Tommy Atkins em funcdo de sua exposicdo a
radiacdo gama ou ndo. Os resultados mostraram que ha uma relacéo
entre 0 grau de maturacdo e 0os compostos discriminantes (octanoato
de etila, germacreno-D e ao-felandreno), para a classificacdo de
mangas da cultivar Tommy Atkins irradiadas ou ndo, 0 que sugere que

a radiacao ionizante atua como um inibidor do processo de maturacao.
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6 Perspectiva

Realizar teste de validacdo da predicdo do modelo metabolémico através de
amostras codificadas de mangas da cultivar Tommy Atkins irradiadas e néo
irradiadas, o qual devera confirmar a classificagdo dos grupos das mangas
irradiadas e nao irradiadas.
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Apéndice A

A comparacgdo entre dos espectros de massas dos compostos volateis das
amostras de mangas da cultivar Tommy Atkins irradiadas e néo irradiadas com a
literatura Adams [86] sdo mostrados a seguir e estéo distribuidos da seguinte forma:
Os trés (03) primeiros espectros dos compostos volateis representam os que foram
responsaveis pela discriminacdo entre as mangas irradiadas e néo irradiadas, e 0s
dois espectros seguintes, representam o0s principais compostos majoritarios. O

restante dos espectros de massas estao na sequéncia de acordo com a Tabela 2 do
ltem 4.2.1.
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Figura 13 — Espectro de massas do Octanoato de etila entre a literatura Adams [86]
(superior) e a amostra (inferior).
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Figura 14 — Espectro de massas do Germacreno-D da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 15 — Espectro de massas do a—Felandreno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 16 — Espectro de massas do 3-Careno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra

(inferior).
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Figura 17 — Espectro de massas do a-Pineno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 18 — Espectro de massas do Butanoato de etila da literatura Adams [86] (superior) e da
amostra (inferior).
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Figura 19 — Espectro de massas do Canfeno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 20 — Espectro de massas do  — Pineno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra

(inferior).
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Figura 21 — Espectro de massas do  — Mirceno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 22 — Espectro de massas do Hexanoato de etila da literatura Adams [86] (superior) e da

amostra (inferior).
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Figura 23 — Espectro de massas do a-Terpineno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra

(inferior).
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Figura 24 — Espectro de massas do Limoneno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 25 — Espectro de massas do y-Terpineno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 26 — Espectro de massas do Isoterpinoleno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 27 — Espectro de massas do Terpinoleno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Figura 28 — Espectro de massas do (E) Cariofileno da literatura Adams [86] (superior) e da amostra
(inferior).
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Apéndice B
Apos identificacdo dos sinais nos cromatogramas, foi construida uma matriz
contendo 41 variaveis (area sob o sinal de cada composto nos cromatogramas) e 37

casos (amostras), conforme representacao abaixo:

Variaveis Composto Variaveis Composto

V1 Octanoato de etila V21 Terpinoleno (2)

V2 Germacreno-D V 22 (E)-Cariofileno

V3 a-Felandreno V 23 Metilciclohexano

V4 3-Careno V24 2,2-dimetil-hexano
V5 a- Pineno V 25 2,4-dimetil-henano
V6 2,5-dimetil-hexano V 26 Octano

V7 Limoneno Vv 27 a-Humeleno

V8 Mirceno V 28 Naftaleno

V9 Hexa-2-nona V 29 a-Selineno

V10 Butanoato de etila V 30 azuleno

V11 Tolueno V 31 copaeno

V12 But-2-enoato de etila V 32 Butanoato de isopentila
V 13 2-metil-heptano V 33 (E)-B-Ocimeno

V 14 3-metil-heptano V 34 Silvestreno

V15 Ciclotrissiloxano V 35 a-Terpineno

V 16 Canfeno V 36 a-Tujeno

Vv 17 B-Pineno V 37 But-2-enoato de etila
V18 1,3-Ciclohexadieno V 38 2,3-dimetil-hexano
V19 y-Terpineno V 39 3-metil-butan-1-ol

V 20 Terpinoleno V 40 Hexanoato de etila




— Matriz transposta usada para tratamento estatistico — Mangas Tommy Atkins ndo-irradiadas

99

Variavel AM 1 AM 2 AM 3 AM 4 AM 5 AM 6 AM 7 AM 8 AM9 AM 10 AM 11 AM 12 AM 13 AM 14 AM 15 AM 16 AM 17 AM 18 AM 19
V1 27,95 0,00 0,44 0,00 1,42 0,00 4,42 0,89 6,71 0,00 2,45 0,00 0,00 0,66 0,88 3,68 0,62 0,16 0,48
V2 16,42 0,25 0,51 0,07 2,76 0,00 0,00 1,18 0,00 7,03 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,86 0,00 0,00 0,00
V3 0,00 1,03 1,27 0,00 2,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,86 1,27 0,61 0,71 0,85 0,00 0,80 0,91 0,75
Va4 0,00 65,95 60,99 68,74 7,44 34,44 47,94 64.21 45,99 53,37 61,93 60,51 61,70 44,74 60,80 58,54 58,11 61,03 57,53
V5 0,00 20,17 20,81 7,16 50,96 10,50 23,15 22,59 18,76 22,71 19,67 16,23 22,36 20,78 20,87 18,64 19,02 21,55 19,52
V6 0,00 0,12 0,24 0,01 0,00 0,00 0,97 0,00 0,94 0,48 0,00 0,62 0,33 0,00 0,17 0,14 0,15 0,08 0,26
V7 25,34 2,82 2,83 0,00 7,35 0,00 1,80 1,69 1,68 1,83 2,23 2,19 1,81 2,04 253 2,68 2,96 3,03 2,26
V38 0,00 1,69 1,63 5,44 4,56 0,00 0,00 0,89 0,00 0,00 1,22 1,24 0,00 1,29 1,53 1,66 1,21 1,48 1,24
V9 0,00 0,64 0,98 0,11 1,18 21,69 5,64 2,82 6,47 3,51 1,40 3,98 2,61 0,91 1,56 0,94 1,36 0,63 1,81
V10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,87 0,00 1,01 0,76 0,00 12,80 0,40 0,39 0,39 0,00 2,95
Vil 0,00 0,25 0,49 0,00 0,00 8,21 2,25 1,18 2,52 1,77 0,55 1,77 1,17 0,37 0,63 0,46 0,55 0,28 0,72
Vi2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,48 0,00 1,31 0,00 0,39 2,85 0,51 0,65 0,40 0,00 1,00
Vi3 0,00 0,21 0,57 0,03 0,00 6,66 2,08 0,85 2,33 1,16 0,35 1,36 0,84 0,27 0,45 0,36 0,41 0,21 0,52
Vi4 0,00 0,27 0,62 0,04 0,54 8,87 2,66 1,21 3,11 1,69 0,56 1,93 1,20 0,40 0,63 0,50 0,57 0,28 0,79
Vi5 0,79 0,31 0,32 0,00 0,00 0,00 2,86 0,00 1,39 0,94 0,00 1,47 0,73 0,24 0,37 0,88 0,41 0,20 0,31
Vi6 0,00 0,40 0,44 0,13 1,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,45 0,41 0,31 0,37 0,36 0,44
Vi7 0,00 1,02 1,04 1,16 5.18 0,00 2,09 1,44 1,54 1,96 1,69 1,33 1,86 1,82 1,83 1,70 2,21 2,08 1,78
Vis 0,00 0,49 0,53 0,00 1,36 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,41 0,00 0,00 0,42 0,48 0,00 0,48 0,46 0,43
Vi9 0,00 0,21 0,27 0,87 0,83 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 0,28 0,26 0,48 0,33 0,00
V20 0,00 0,23 0,23 0,86 0,66 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,20 0,20 0,00 0,29 0,00
V21 1,92 2,42 2,64 7,56 7,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,42 0,00 1,36 1,58 2,35 2,32 3,79 3,28 2,11
V22 16,76 0,45 0,85 3,42 2,25 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,78 1,38 0,00 0,00 0,46 0,67 1,20 1,64 0,63
V23 0,00 0,18 0,28 0,00 0,34 5,61 1,44 0,74 1,66 1,11 0,37 1,09 0,70 0,27 0,40 0,30 0,35 0,17 0,47
V24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48 0,30 0,00 0,16 0,13 0,14 0,07 0,20
V25 0,00 0,00 0,26 0,00 0,26 4,02 1,74 0,00 1,39 0,78 0,30 1,06 0,56 0,22 0,29 0,23 0,25 0,13 0,42
V26 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00 0,97 0,00 1,17 0,68 0,00 0,79 0,46 0,17 0,27 0,22 0,24 0,11 0,32
V27 0,00 0,00 0,35 1,63 0,91 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,28 0,40 0,70 0,24
V28 1,52 0,00 0,00 0,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,00
V29 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V30 3,68 0,00 0,28 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00
V31 3,08 0,00 0,00 1,28 0,74 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,30 0,25 1,71 2,67 0,00 0,00
V32 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V33 1,16 0,00 0,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00
V34 2,16 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,23 0,00 0,18 0,00
V35 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V36 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 6,13 0,00 0,00 0,00 0,00 2,29
V38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,58 0,00 0,00 0,19 0,15 0,17 0,08 0,13
V39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
V40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,35 0,78 0,78 0,28 0,00 0,00

Status N N N N N N N N N N N N N N N N N N N
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Variavel AM 20 AM 21 AM 22 AM 23 AM 24 AM 25 AM 26 AM 27 AM 28 AM 29 AM 30 AM 31 AM 32 AM 33 AM 34 AM 35 AM 36 AM 37
V1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,76 0,00 0,00 0,00 0,00 3,86 0,00 0,00 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00
V2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08
V3 0,00 0,66 2,06 1,56 0,00 0,80 1,08 1,02 0,00 3,47 0,96 472 0,79 1,01 0,97 1,22 1,11 2,93
V4 55,10 54,45 0,00 64,65 45,32 59,08 53,19 65,86 44,04 0,00 59,25 0,00 64,96 62,46 50,65 55,85 59,91 0,00
V5 23,68 31,54 36,96 22,49 19,11 23,31 25,21 20,92 21,10 49,34 21,69 35,97 18,26 15,95 16,92 24,14 24,12 0,00
V6 0,00 0,00 0,00 0,00 1,41 0,29 0,52 0,10 1,44 0,00 0,00 0,08 0,24 0,11 0,94 0,00 0,16 0,00
V7 2,81 0,00 5,88 2,72 0,00 2,09 2,70 2,64 0,00 11,21 2,42 14,65 2,49 3,15 1,70 2,08 3,34 10,19
VE 1,74 0,81 374 1,88 0,00 1,11 1,37 1,78 0,00 7,40 1,15 9.72 1,25 1,68 0,87 1,08 2,42 6,27
V9 0,98 1,74 0,44 0,68 11,24 2,28 2,09 0,82 11,67 0,81 2,31 0,59 1,87 0,86 7,56 3,39 0,52 0,74
V10 6,02 0,00 23,12 0,00 0,00 1,11 2,75 0,00 0,00 0,00 0,60 4,24 1,07 0,16 0,00 0,00 0,45 36,81
Vil 0,00 0,84 0,15 0,28 4,73 0,96 0,92 0,34 4,97 0,37 0,91 0,23 0,75 0,38 3,18 1,56 0,22 0,28
Vi2 4,89 0,00 0,31 0,00 0,00 0,96 0,77 0,00 0,00 0,00 0,57 0,17 0,64 0,13 0,00 0,00 0,00 0,82
K 0,00 0,53 0,11 0,21 3,60 0,72 0,66 0,25 3,68 0,24 0,61 0,17 0,53 0,30 2,53 1,19 0,18 0,26
V14 0,00 0,77 0,16 0,31 5,19 1,06 0,97 0,36 5,32 0,35 0,96 0,26 0,80 0,42 3,56 1,71 0,25 0,31
V15 0,00 1,39 0,22 0,00 0,00 0,43 0,00 0,72 0,00 0,20 0,93 0,00 0,00 0,19 2,04 1,18 0,23 0,62
V16 0,00 0,73 1,10 0,39 0,00 0,00 0,61 0,43 0,00 0,83 0,00 0,75 0,00 0,24 0,00 0,00 0,40 1,72
Vi7 2,29 2,86 4,88 2,10 2,10 2,16 2,37 1,81 0,00 573 1,91 4,47 1,65 1,46 1,57 1,98 2,17 8,26
V18 0,00 0,00 1,03 0,52 0,00 0,00 0,00 0,47 0,00 1,99 0,00 0,00 0,44 0,52 0,00 0,00 0,60 0,00
V19 0,00 0,00 0,63 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,16 0,00 1,41 0,00 0,28 0,00 0,00 0,26 1,21
V20 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,07 0,00 1,44 0,00 0,33 0,00 0,00 0,20 0,74
V21 2,49 1,15 4,57 1,35 0,00 1,96 1,74 1,95 0,00 11,09 0,00 12,76 1,98 3,73 1,45 1,82 2,27 7,61
V22 0,00 1,24 0,71 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,95 0,00 1,68 0,00 3,16 0,00 0,00 0,00 2,52
V23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,34 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08
V24 0,00 0,00 0,00 0,00 1,32 0,00 0,24 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,11 0,00 0,42 0,06 0,00
V25 0,00 0,36 0,00 0,00 2,33 0,47 0,48 0,17 2,40 0,16 0,44 0,12 0,37 0,19 1,60 0,73 0,22 0,00
V26 0,00 0,00 0,00 0,17 2,68 0,46 0,42 0,15 2,22 0,00 0,00 0,10 0,32 0,18 1,42 0,68 0,11 0,00
V27 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,74 0,00 0,63 0,00 1,49 0,00 0,00 0,00 1,08
V28 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,00 0,00 0,00 0,16
V29 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12
V30 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 0,00 0,00 0,00 0,39
V31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,55 0,00 0,75 0,00 0,67 0,00 0,00 0,00 0,32
V32 0,00 0,00 0,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,31 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,96
V33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18
V34 0,00 0,00 0,37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,75 0,00 0,92 0,00 0,19 0,00 0,00 0,21 0,67
V35 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,20
V36 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,20
V37 0,00 0,00 8,84 0,00 0,00 0,00 1,34 0,00 0,00 0,00 0,00 3,70 0,40 0,00 0,00 0,00 0,25 13,65
V38 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,12 1,00 0,00 0,27 0,09
V39 0,00 0,00 0,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33
V40 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,82 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Status




