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RESUMO

O Pirarucu (Arapaima gigas) também chamado de bacalhau da Amazbnia, &
amplamente consumido na regidao norte do Brasil, nas formas in natura e salgada-
seca. No entanto, ainda hoje ndo ha investigacbes quanto a composi¢cao quimica
molecular da sua carne e nem dos efeitos que o0 processo de salga e secagem,
realizados de forma empirica e artesanal para a obtencdo do produto curado,
causam diretamente a qualidade final. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho foi
investigar as diferencas do perfil metabdlico da carne do pirarucu fresco e
salgado-seco através da RMN de 'H e técnicas quimiométricas. Para isso foram
planejados dois experimentos, no qual as amostras de pirarucu salgado — seco
foram produzidas em laboratorio e outro coletando amostras comerciais em 4
zonas de Manaus. As amostras foram maceradas com auxilio de N2(I) e pesadas
em 50 mg para extragdo direta em 550uL de D20 contendo TMSP-ds em
guadruplicata. A mistura foi entdo sonicada por 30 minutos, centrifugada por 10
min. e transferida para o tubo de RMN. As analises foram feitas em um
espectrobmetro RMN Bruker Avance 11l (500,13 MHz), equipado com uma sonda
BBFO. Os espectros de RMN de 1H foram adquiridos em triplicata, a 25°C,
utilizando a sequéncia de pulsos ZGPR seguindo os parametros: 32 (NS), 15s
(D1), 65K (TD), 4,08 s (AQ), 128 (RG). O pulso (P1) foi calibrado para cada
amostra, bem como o tunning e matching. As analises quimiométricas foram
realizadas pelo software PIsToobox Solo, versdo 9.0. e pelo site online
MetaboAnalyst 5.0. A analise dos espectros de RMN 1D e 2D permitiu identificar
29 metabdlitos, entre eles aminoacidos, acidos organicos, carboidratos,
nucleotideos e aminas biogénicas. Nos experimentos com amostras comerciais e
produzidas, a PCA revelou que PCL1 foi suficiente para explicar a maior variancia
e que é capaz de diferenciar as amostras frescas e salgadas secas. Os
metabolitos descritos no gréafico de loadings na PCA foram analisados por PLSDA
e avaliados através das medidas de VIP-Scores. Para 0 experimento produzido,
foi descrito que os metabolitos creatina, glicina, taurina e acido aceético, foram
responsaveis por classificarem as amostras de pirarucu fresco, enquanto apenas
a creatinina, foi responsavel pela classificacdo das amostras salgadas secas.
Para o experimento com amostras comerciais, 0s resultados mostraram que
apenas a creatina possui importancia para classificar as amostras frescas,
enguanto que as amostras salgadas secas foram classificadas pelos metabolitos,
succinato, creatinina, acido aceético, alanina, dimetilamina e hipoxantina. A
guantificacdo desses metabdlitos na carne de pirarucu, demostrou que na matriz
fresca ocorre maior concentracdo (mM/g) de metabolitos relacionados ao frescor
do peixe, enquanto a matriz de pirarucu salgado-seco possui maior concentragéo
de metabolitos relacionados a produtos de degradacdo de aminoacidos e acidos
graxos, causados pelos processos de salga e pos processamento do pescado.
Aléem de oferecer a primeira descricdo da composicdo quimica da carne de
pirarucu, o trabalho mostrou que os compostos identificados estéo relacionados
com parametros de qualidade de peixes e serdo utilizados para discutir a nivel
molecular o processo de salga e a qualidade da carne de pirarucu, 0o que pode
agregar o valor de mercado.

Palavras-chave: NMR-1H; PCA; PLS-DA; Bacalhau da Amazdnia; Salga.



ABSTRACT

The Pirarucu (Arapaima gigas), also known as Amazon codfish, is widely
consumed in the northern region of Brazil, both in its fresh and salted-dried forms.
However, to this day, there have been no investigations regarding the molecular
chemical composition of its meat and the effects that the salting and drying
process, carried out empirically and artisanally to obtain the cured product, directly
have on the final quality. In this sense, the objective of this study was to
investigate the differences in the metabolic profile of fresh and salted-dried
Pirarucu meat using *H NMR and chemometric techniques. Two experiments were
planned for this purpose, in which the samples of salted-dried Pirarucu were
produced in the laboratory, and others were collected from commercial sources in
4 zones of Manaus. The samples were macerated with the aid of Nz(l) and
weighed at 50 mg for direct extraction in 550uL of D20 containing TMSP-ds in
guadruplicate. The mixture was then sonicated for 30 minutes, centrifuged for 10
minutes, and transferred to the NMR tube. The analyses were performed on a
Bruker Avance Ill NMR spectrometer (500.13 MHz) equipped with a BBFO probe.
The 'H NMR spectra were acquired in triplicate at 25°C using the ZGPR pulse
sequence following the parameters: 32 (NS), 15s (D1), 65K (TD), 4.08 s (AQ), 128
(RG). The pulse (Pi1) was calibrated for each sample, as well as tuning and
matching. The chemometric analyses were performed using the PlsToobox Solo
software, version 9.0, and the online site MetaboAnalyst 5.0. The analysis of 1D
and 2D NMR spectra allowed for the identification of 29 metabolites, including
amino acids, organic acids, carbohydrates, nucleotides, and biogenic amines. In
the experiments with commercial and produced samples, PCA revealed that PC1
was sufficient to explain the major variance and was able to differentiate between
fresh and salted-dried samples. The metabolites described in the loadings graph in
PCA were analyzed by PLS-DA and evaluated using VIP-Scores. For the
produced experiment, it was found that the metabolites creatine, glycine, taurine,
and acetic acid were responsible for classifying the fresh Pirarucu samples, while
only creatinine was responsible for classifying the salted-dried samples. For the
experiment with commercial samples, the results showed that only creatine was
important for classifying the fresh samples, while the salted-dried samples were
classified by the metabolites succinate, creatinine, acetic acid, alanine,
dimethylamine, and hypoxanthine. The quantification of these metabolites in
Pirarucu meat showed that the fresh matrix had a higher concentration (mM/g) of
metabolites related to fish freshness, while the salted-dried Pirarucu matrix had a
higher concentration of metabolites related to the degradation products of amino
acids and fatty acids, caused by the salting and post-processing of the fish. In
addition to providing the first description of the chemical composition of Pirarucu
meat, the study showed that the identified compounds are related to fish quality
parameters and will be used to discuss, at a molecular level, the salting process
and the quality of Pirarucu meat, which can add market value.

Keywords: NMR-1H; PCA; PLS-DA; Amazon codfish; Salting.
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1. INTRODUCAO

A conservacao das caracteristicas fisicas e quimicas é um dos pilares
na determinacao da qualidade de vérias fontes de alimentos. O principio geral da
conservacdo é manter a qualidade e o valor nutricional dos alimentos por
periodos mais longos, através de processos que evitem a deterioracdo. No
contexto amazonico, esse processo de conservacdo desempenha um papel
fundamental na producdo de carne de pescado, a fonte de alimento mais
importante dessa regido. De acordo com Soares e Gongalves (2012), a carne do
pescado possui uma constituicdo quimica nutricionalmente rica, sendo uma das
principais fontes de proteina, contendo todos os aminoacidos essenciais ao
homem - além de ser rica em acidos graxos poli-insaturados do grupo 6mega-3 e
possuir baixo teor de colesterol. Infelizmente, a carne de pescado apresenta alto

potencial de deterioracao.

O processo de salgamento e secagem é um dos meios de conservagao
de alimentos mais utilizados na regido amazbnica. A salga tem como obijetivo
principal, aumentar a estabilidade microbiana, quimica e bioquimica, resultando
no melhoramento das caracteristicas fisicas e quimicas do produto submetido ao
processo (ALVES, 2010). Em contrapartida, Carvalho (2012) afirma que a
aplicacdo de certa quantidade de sal no pescado pode ocasionar grande
desnaturacao protéica, aparéncia desagradavel devido ao contato com o0 oxigénio

e baixo rendimento do produto.

Embora as técnicas de salga e secagem modifiguem a composicao
guimica dos alimentos, alterando o sabor e ocasionando a perda de nutrientes, as
vantagens associadas aelas - por exemplo, 0 aumento do tempo de prateleira do
produto, o aumento do teor de nutrientes, a facilitacdo do transporte e
comercializacdo e o baixo custo associado ao processo - sdo atraentes e chamam

a atencao da industria alimenticia (REIS, 2015).

Um dos pescados que tem gerado significativa procura nas prateleiras
de supermercados e feiras da regido Norte é o Pirarucu (Arapaima gigas). Na
regido norte do Brasil, é considerado uma iguaria devido a qualidade de sua

carne, sabor e auséncia de espinhos no filé, conhecido , dessa forma, de
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“bacalhau de agua doce” ou ainda “bacalhau da Amazénia” (ITUASSU, 2005). O
pirarucu é comercializado em grande escala, além de ser considerado uma
importante fonte de renda para pescadores que residem em regifes proximas a
bacia Amazodnica (CASTELLO et al., 2011).

Nessa perspectiva o entendimento do processo de salga e secagem,
bem como os seus efeitos na constituicdo quimica da carne do Pirarucu é de
grande relevancia. Uma vez entendido o efeito que tais métodos podem causar na
gualidade do peixe, serd possivel aperfeicoar o processo de salga e secagem
desse alimento, contribuindo assim para o aumento da qualidade do produto e,

conseguentemente, o aumento do valor agregado ao do produto.
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2.0OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a diferenca na composicdo quimica da carne de pirarucu
(Arapaima gigas) fresco e salgado-seco via ressonancia magnética nuclear e

técnicas quimiométricas.

2.2 Especificos

% Produzir amostras de pirarucu salgado-seco em laboratério e definir os locais
de coletas das amostras frescas e salgadas-secas comerciais de pirarucu;

% Testar as principais metodologias de extracdo empregadas em estudos de
peixes porressonancia magnética nuclear;

% Definir os parametros de aquisicdo dos espectros de RMN das amostras de
pirarucu;

% Adquirir e analisar os espectros de RMN em uma e duas dimensfes para
identificar os principais metabdlitos presentes na carne de pirarucu;

% Aplicar métodos de andlise multivariada para a diferenciacdo dos perfis
guimicosda carne de pirarucu fresca e salgada-seca produzidas em laboratorio e

amostras comerciais;

% Quantificar os metabdlitos responsaveis pela discriminacdo das amostras e
gue possam ser relacionados com o processo de salga e com a qualidade do
produto final;

% Adquirir dados de parametros fisico-quimicos das amostras produzidas de
pirarucu.
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3.REVISAO DA LITERATURA

3.1.Pescado na Regiao Norte do Brasil

A regido norte do Brasil ocupa uma area de aproximadamente 3,87
milhdes de km?, 0 que equivale a 45,3% do territério nacional (COSTA, 2016).
Cercada por grandes rios, a bacia hidrogréafica principal € a Amazbnica, que
apresenta ampla diversidade de espéciesde peixes de agua doce.

No Brasil, assim como no mundo, o pescado vem se destacando como
fonte de proteina animal. Segundo os dados da Organizacdo das Nag¢fes Unidas
para Agricultura e Alimentacédo (FAO), o consumo de peixe, até o ano de 2030,
devera ser de mais de 33%. Essa procura pelo pescado esta relacionada as
informagdes sobre o seu valor nutricional e de sua associagdo com melhorias na
saude. Entre os beneficios, pode-se citar a reducdo dos niveis de colesterol e as

menores incidéncias de acidentes vasculares cerebrais (AVC) (MACIEL, 2012).

Os estudos realizados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), através da pesquisa de orcamento familiar (POF),
demonstraram que o0 consumo per capita de pescado no Brasil, € de
aproximadamente 4,6 kg/ano, em areas rurais e interioranas, 9,9 kg/ano e nos
centros urbanos, 3,4 kg/ano. Quando se compara 0 consumo por regides, a
regido norte do Brasil apresenta valores de 24,6 kg/ano, muito acima das outras
regides eda média do pais (BRASIL, 2010).

A regido norte, € a Unica regido do Brasil em que a populacdo possui
preferéncia por peixes em suas refeicdes. Isso se deve ao fato da pesca
extrativista ser uma das principais atividades desta regiao, sendo essa a atividade
responsavel pelo abastecimento das comunidades urbanas, principalmente da
comunidade ribeirinha. A ampla oferta desse alimento nessa regido influencia
potencialmente a tendéncia do consumo da carne de peixes em detrimento de
outros tipos de carne (LOPES, 2016).

No entanto, alguns problemas dificultam a expansdo do comércio de

pescado entre a populagao no geral, as atividades de processamento da carne do
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pescado na regido norte, ndo sao adequadamente divulgados para o consumidor,
portanto causam incertezas sobre a qualidade do produto adquirido nos
comercios (LOPES, 2016).

As técnicas de abate e conservacdo da carne do pescado sao
determinadas pelos habitos culturais dos pescadores. Um dos processos de abate
mais utilizado na regido norte é a asfixia do peixe, sendo essa técnica nao
recomendada, uma vez que promove a rapida deterioracdo da carne do pescado
e reduz drasticamente as reservas de energia; como consequéncia, ha um
acumulo de substancias quimicas que resultam em sabor indesejado no peixe
(FREIRE, 2013).

Uma das formas de garantir maior qualidade na carne do peixe nos
comeércios € a utilizacao de técnicas de conservacao do alimento, como o uso de
grandes quantidades de sal, processos de defumacéao e aplicacdo de camadas de
gelo com o objetivo de aumentar a vida atil do pescado nas prateleiras. A
aplicacdo das técnicas de conservacdo, como a salgae a adi¢cdo de gelo, deve
levar em consideracdo fatores importantes, como a qualidade da agua na
fabricacdo do gelo e a qualidade do sal a ser aplicado no processo de salga
(CHICRALA, 2020).

Além da qualidade do produto a ser utilizado para conservar a carne do
animal, outro fator de suma importancia a se definir € a forma de
acondicionamento nas caixas isotérmicas. Entre as principais formas na regido
norte, prevalece a forma intercalada (Figura 1), onde s&o feitas camadas
alternadas entre o pescado e a camada de gelo, de modo a permitir que todos os

pescados estejam cobertos até 0 momento de transporte.

Gelo em escamas

(P D B O

Gelo em escamas

re e e ey

Gelo em escamas

e e e ey

Gelo em escamas

Figura 1. Acondicionamento correto dos peixes em caixas isotérmicas para
transporte (CHRISTOFOLETTI, 2020).
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3.1.1. O Pirarucu (Arapaima gigas)

Dentre os principais pescados encontrados na regidao amazobnica, o
mais popular entreos habitantes e pessoas que apreciam a culinaria amazonense
€ o pirarucu (Arapaima gigas) (Figura 2). Trata-se do maior peixe de agua doce
do Brasil entre as espécies com textura escamosa (BEZERRA, 2014), e é rico em

proteinas e aminoacidos essenciais e hdo essenciais para o0 ser humano.

Figura 2. Espécie de Pirarucu (Arapaima gigas) comercializado no Amazonas. (WWF, 2011).

O Arapaima gigas € um dos mais antigos representantes da familia
Arapaimidae, cuja linhagem tem origem no periodo jurassico (SOUSA, 2017).
Dependendo da localidade onde se encontra, pode ser conhecido por outras
denominagbes, como por exemplo: paiche, nas regides do Peru e Equador;
pirosca, no Estado de Tocantins; arapaima, na regido da Guiana e por fim, nas
localidades ribeirinhas do Amazonas é conhecido pelo nome de bodecos. Porém,
de acordo com Rodrigues (2015), a etimologia da palavra “pirarucu” vem de
origem Tupi-Guarani, onde “pira” significa peixe e “urucu” quer dizer vermelho.
Essa denominacdo esta relacionada a coloracdo vermelha, na orla posterior das
escamas do Pirarucu (SOUSA, 2017).

O Pirarucu pertence a Classe Actnopterygii, Ordem Osteoglossiforme,
Familia das Arapaimidae, Género Arapaima e Espécie Arapaima Gigas (Gonzaga
Junior e colaboradores, 2010). E um peixe que € encontrado principalmente nas

areas de varzea, pela caracteristica das aguas serem mais serenas. O A. gigas
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habita em lagos e rios de aguas claras, ligeiramente alcalinas, onde as
temperaturas variam entre 24°C e 37°C, ndo sendo encontrados em aguas ricas
em sedimentos (SANTANA, 2009).

Os aspectos quimicos e bromatologicos do A. gigas sdo pouco
conhecidos. Porém, sabe-se que as partes do Pirarucu podem ser utilizadas para
um significativo nUmero de processos. Por exemplo, a carcaca do pescado € rica
em proteinas e outros nutrientes e pode ser utilizada na producdo de novos
produtos alimenticios de interesse industrial (PAIVA, 2014). A composi¢ao
guimica dos principais peixes da regido amazobnica esta relacionada com a
alimentacédo e do local em que estes habitam. O pirarucu apresenta valores de
proteinas maiores quando comparados a outros peixes, conforme pode ser
observado na Tabela 1.

Tabela 1. Composi¢do centesimal das principais espécies de peixes encontrados no
Amazonas.

Espécie Umidade Proteina Gordura Cinza Referéncia
(%) (%) (%) (%)

Tambaqui 74,33 (F)| 17,01(F) 7,60(F) | 0,95(F) | Almeida (1998)
(Colossoma 79,42 (S)| 16,74(S) 2,66(S) | 1,18(S)
macropomum)
Matrinxa 72,33(F) | 18,43(F) 7,49(F) | 0,98(F) | Batista (2002)
(Brycon cephalus) 74,15(S) | 16,74(S) 5,55(S) | 0,88(S)
Pirarucu 79,80(F) | 18,30(F) | 0,2(F) 1,70(F) | Carvalho (1998)
(Arapaima gigas) 80,40(S)| 18,00(S) | 0,4(S) 0,70(S)

Legendas: F (pirarucu fresco); S (pirarucu seco).

De acordo com Nunes (2011), os valores nutritivos do pirarucu sao
superiores ao do bacalhau, particularmente, o teor de proteina que é elevado e
superior aos valores encontrados no salmédo e na sardinha. Experimentos feitos
por Oliveira (2007) comprovaram que 0 processo de salgamento e secagem
aumentam os valores da concentracdo de proteinas, lipideos e cinzas em

comparacao com o pescado fresco.

O pirarucu tem chamado atencdo também de piscicultores e empresas

do ramo aquicola. Isso se da devido as suas caracteristicas atrativas para o
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cultivo, tais como crescimento acelerado e expressivo ganho de peso, podendo
atingir até 3 metros de comprimento e alcancar até 10 kg no primeiro ano de
cultivo (CIPRIANO et al., 2016). O rendimento do Pirarucu na piscicultura atinge
valores de 41% a 57% para filés de pirarucu capturados diretamente da natureza
(NUNES, 2011).

Visando evitar uma reducdo dos estoques naturais do Pirarucu e
estimular a produgao, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), instituiu uma portaria que determinava que o
tamanho do Pirarucu pescado ndo pudesse ser menor que 150 cm (BRASIL,
1987). Mais tarde, por meio da portaria 480 de 04 de Marco de 1991, ficou
proibido a pesca do peixe no periodo de 01 de Dezembro a 31 de Maio,
classificado dessa forma como o periodo de defeso do Pirarucu. Atualmente a
pesca de pirarucu esta proibida no estado do Amazonas, salvo apenas em areas

de reservas, por meio de cotas de pesca (BRASIL, 2005).

3.1.2. Processos de Salga e Secagem

Os fatores mais importantes na escolha do método de conservacao de
alimentos em geral sdo a qualidade final desejada do produto e o0 seu custo de
mercado. Por isso, o emprego de técnicas de conservacdo de alimentos € um
fator fundamental na valorizagdodo produto em questdo. Entre as praticas mais

utilizadas, destacam-se os processos de salgamento e secagem.

A técnica de salga esta baseada na inser¢cdo do sal nos interiores dos
tecidos alimenticios (ALVES, 2010). Trata-se de uma desidratacdo mediante a
utilizacdo de sal de boa qualidade, contendo 98% de cloreto de sodio (NaCl) com
impurezas de sais de calcio e magnésio abaixo de 0,4% (SILVA, 2015) . De
acordo com Medina (2002), o cloreto de sédio € considerado um 6timo agente
desidratante, por apresentar uma alta capacidade de reducdo da atividade de
agua. Uma vez reduzida a quantidade de agua presente no meio, ocorre a

reducdo do desenvolvimento de microrganismos que causam a deterioragdo do
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alimento (CORREA, 2011). Além disso, como descreve Silva (2000), essas
mesmas condicfes reduzem a atividade de enzimas que sao responsaveis de

produzir transformagdes quimicas em alimentos e em outros materiais biologicos.

Por outro lado, a aplicacdo do sal na superficie do pescado deve ser
administrada de maneira controlada. Uma quantidade excessiva de sal pode
levar a desidratacdo de proteinas miofibrilares. (REIS, 2015). Tecidos animais
guando em contato com o sal possuem seus ions atraidos na regiao de moléculas
de proteinas que possuem tendéncia a cargas elétricas, como por exemplo, 0s
grupamentos amino (NH2) de aminoacidos como a lisina, e o grupamento carboxil
(COOH) do acido aspartico e acido glutamico, principais responsaveis pelas

trocas ibnicas, atracéo e fixacdo das moléculas de agua (GOMIDE, 2005).

Apesar da variedade dos processos de salga, uma técnica muito
utilizada pelosprodutores e comerciantes de pescado € a salga seca, que consiste
no empilhamento do peixe em camadas intercaladas com sal, para que toda a
superficie da manta esteja uniformemente coberta (CARVALHO, 2012). Nesse
processo o cloreto de sodio sofre dissolugdo sobre a carne do peixe, que penetra
os interiores do pescado por difusdo, drenando a agua do musculo para camadas

mais externas por meio da osmose (CHAVES, 2013). (Figura 3)

Figura 3. Método de processamento da técnica de salga seca esquematizada. (BERKEL,
2005).
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A principal vantagem desse método de salga é a rapida desidratacéo, o
gue é muito importante para o controle de qualidade. De acordo com Chaves
(2013), a desvantagem da utilizacdo desse metodo esta na possibilidade de
grande desnaturacéo proteica. Por conta disso, 0 processo de salga seca deve
ser controlada cuidadosamente, desde a quantidade de sal a temperatura de
preparacdo usada visto que nesse processo ha a possibilidade de contaminacao
por bactérias haldfilas e fungos pardo, decorrente da baixa atividade de aguae

alta concentracao de sal no pescado (CATELAN, 2018).

A salga umida ou salga em salmoura (Figura 4), consiste em um
processo em que opescado é imerso em uma salmoura pré-preparada em uma
concentracéo especifica. Dessa forma, a solucéo saturada de cloreto de sodio fica
no recipiente que contém o0 peixe, 0 que assegura uma baixa concentracédo de
oxigénio no meio, e com isso a protecdo da gordura no processo de oxidagao
(CATELAN, 2018).

saco com sal pedras tampa

recipiente
a prova
de agua

de peixe

Figura 4.Método de processamento da técnica de salga Umida esquematizada. (BERKEL,
2005).

No Brasil, esse método é recomendado tanto para espécies magras
quanto paragordas, tais como o pirarucu (magras), sardinha (gorda), pacu (gorda)
e tambaqui (magras). Para que o0 processo se torne mais eficaz e mantenha a
concentracdo de sal homogénea é necessario fazer agitacdo na salmoura. A
auséncia da homogeneizacdo da salmoura pode aumentar o tempo de salga

ocasionando problemas ao produto final.

Outro método de salga é a salga mista. Tal técnica € classificada como

um método intermedidrio, uma vez que se inicia pelo processo de salga seca em
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tanques, em seguida, é aproveitado a dgua de desidratacdo para a salga umida
(MINOZZO, 2011). De acordo com Gudjondéttir e colaboradores (2011), os peixes
séo colocados em camadas alternadas, e o liquido extraido do musculo dissolve
os cristais de sal, dando origem a salmoura. Segundo Chaves (2013) esse
processo pode ser empregado tanto em pescado magro quanto em pescado
gordo, uma vez que ha certa protecdo das fracdes lipidicas, reduzindo a

possibilidade de oxidac&o do pescado.

Apesar de ser simples, a ndo realizacdo dessa técnica de maneira
correta acarretara em perdas significativas da qualidade dos produtos que séo
submetidos a salga (GOMIDE, 2005). Catelan e colaboradores (2018) afirmam
gue a simplicidade da técnica de salga mista tem tornado a pratica bastante
empregada devido ao fato de ndo precisar de recipiente especial para a imerséo
da salmoura, sendo que, neste caso, utiliza-se o proprio recipiente de alvenaria
gue foi usado na salga seca, com um sistema de peso que garanta que o pescado

fique imerso.

O processo de salga € comumente seguido pela secagem. De acordo
com Celestino (2010), a secagem é uma operacdo de remocdo de agua e ou
qualquer liquido por centrifugacdo ou por vaporizacédo. O tipo de secagem a ser
utilizado depende da matriz alimentar a ser desidratada, bem como da sua
constituicdo quimica. Dessa forma, a eficiéncia do processo depende das
propriedades fisico-quimicas do alimento, das propriedades do ar e a sua
temperatura (PARK et al., 2002).

O método de secagem como meétodo de conservacéo baseia-se pelo
fato de que tanto os microrganismos presentes na carne do produto como as
enzimas que participam de todo o mecanismo metabdlico precisam de dgua para
suas atividades. Com a reducdo da quantidade de agua disponivel até niveis
seguros para armazenagem, serdo reduzidos a atividade de agua, a velocidade
das reagcBes quimicas no produto e o desenvolvimento de microrganismos nao

desejaveis na carne do pescado (GONELI, et al., 2007).

A secagem do pescado pode ser realizada de forma natural ou artificial.

A secagem natural consiste no processo realizado ao ar livre, em umidades
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baixas e na presenca de calor solar (Figura 5). A dependéncia das condi¢bes
climaticas favoraveis € uma desvantagem para o método natural. Por outro lado, a
secagem artificial € um método que utiliza equipamentos com termodinamica de
secagem controlavel. O controle dos niveis de umidade é uma caracteristica

vantajosa para essa técnica.

e P 7 _ .

Figura 5.Carne de pirarucu salgado em processo d;secag;ém natural ao ar livre. CROSSA, 2011.

De acordo com Celestino (2010) as principais vantagens do processo
de secagem sao: o aumento do tempo de prateleira do produto; o teor de
nutrientes torna-se concentrado, devido a remocdo da agua; praticidade no

transporte e comercializacao; baixocusto ao emprego do método.

3.1.3. Controle de qualidade de peixes

As técnicas de salga e secagem empregadas no pirarucu sao
consideradas faceis de aplicagdo, porém, sdo executadas de forma empirica e
arbitraria. De acordo com o World Wildlife Fund (WWF), deve ser utilizada uma
guantidade de sal equivalente a 30% dopeso do filé ou 1 kg de sal para 3 kg de
manta de pirarucu. No entanto, a grande maioria dos comerciantes nao utilizam

tais propor¢des (OVIEDO, 2011). A adocdo de técnicas descritas pelos 6rgédos
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regulamentadores contribuem para a padronizacdo e economia do processo de

conservacao do peixe.

Entre os estudos da qualidade quimica e microbiologica da carne do
pirarucu salgado-seco, tém sido relatadas algumas contaminacdes microbianas,
gue servem como indicadores de condi¢des higiénicas no processo de producao
e ou poés-processamento. A presenca de alguns microrganismos tendem a
representar possiveis falhas na producdo do pescado, alguns organismos podem
ser considerados perigosos por produzirem toxinas deletérias & saltde (SAO
JOSE et al, 2019).

A instrucdo normativa n° 1, de 15 de Janeiro de 2019, através do
ministério da agricultura, pecuéria e abastecimento (MAPA), estabelece que a
carne do pescado deve obedecer aos critérios microbiolégicos quanto a presenca
de Salmonella ssp.; Staphylococcuscoagulase positiva; e Escherichia coli. Dois
estudos abaixo indicam que o pirarucu salgado seco disponibilizado para compra
pelos consumidores varejistas é predominantemente improprio para consumo
humano. Nunes e seus colaboradores publicaram em 2012, os resultados das
analises microbioldgicas realizadas em amostras de pirarucu adquiridas em feiras
e supermercados na cidade de Belém — PA, demonstrando que 23,1% e 26,9%
das amostras apresentaram a presenca de Salmonella ssp e valores acima dos
limites de coliformes termotolerantes nas amostras adquiridas em feiras da
capital. Vasconcelos e colaboradores em 2014, com amostras de pirarucu
coletadas em feiras de Manaus — AM, demonstraram total auséncia de Salmonella
Ssp; no entanto, as concentragbes de Staphylococcus coagulase apresentaram
niveis superiores aos estipulados pela legislacdo em 100% das amostras
coletadas (VASCONCELOQOS, 2014).

Além da qualidade microbiolégica, outro fator importante a ser levado
em consideracdo € a presenca de indicadores quimicos do processo de
deterioragdo da carne dopirarucu. Os compostos de &cidos graxos presentes nas
amostras de peixe sdo suscetiveis a processos oxidativos causados pelo contato
com a atmosfera, ocasionando sabores indesejados e perda da qualidade da
carne do pescado (OLIVEIRA, 2021). O &cido tiobarbitarico (TBA) (Figura 6) ja foi
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relatado como indicador de estados oxidativos da carne do pescado. No trabalho
de Santos (2011) foi detectado valores de 5,20 mg/kg presente nas amostras da
carne de pirarucu seco coletadas em Fonte Boa — AM. Os valores de &cido
tiobarbittrico acima de 1,5 mg/kg estdo relacionados a odores caracteristicos de

rancidez nas amostras de peixe.
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Figura 6. Estrutura quimica do acido tiobarbittrico (PINTO, 2019).

Outros compostos quimicos, como 0s aminodcidos livres, sdao
indicadores do processo de deterioracdo, pois sofrem transformagcdes em suas
moléculas por acdo microbiana. Os metabdlitos, espermina, trimetilamina,
espermidina, cadaverina, histamina e amoénia, sdo as mais relatadas e estédo
diretamente relacionadas as mudancas no odor da carne do peixe e ocorréncias
de situacdes indesejadas (VISCIANO, 2020). No entanto,ainda ndo ha nenhum
indice maximo nas legislacdes, para determinar a qualidade quimica através da

presenca dessas substancias destacadas.
3.2. A Ressonancia Magnética Nuclear

O fendmeno de ressonancia magnética nuclear ocorre quando o0s
ndcleos alinhados com um campo aplicado sdo induzidos a absorver e emitir a
energia e a mudar suas orientacbes de spin em relacdo ao campo aplicado
(PAVIA, 2010). Essa interacdo entre o spin nuclear de um atomo com o campo
magnético externo resulta em sinais que demonstram a intensidade em funcéo do
tempo, que apos a aplicacio de um processo matematico denominado

“transformada de fourier”, resulta em um grafico de intensidade do sinal em
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funcéo da frequéncia (CONSTANTINO, 1999).

A técnica estd relacionada com a interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria e a maneira como essa interacdo ocorre,
depende da estrutura da espécie atdbmica ou molecular a ser estudada
(VENANCIO, 2005). Na auséncia de Bo, 0s nicleos se encontram em estados
degenerados de energia, apresentando uma distribuicdo aleat6ria dos spins.
Quando na presenca do Bo, a degenerescéncia dos estados € rompida em niveis
guantizados de energia e direcdo e podem adotar um numero limitado de
orientacdes de diferentes energias, no entanto, apenas nudcleos ativos
magneticamente, ou seja, aqueles que apresentam momento de spin ndo nulo
(spin | # 0), ao serem submetidos a um campo magnético Bo serdo percebidos

pelo fendbmeno de ressonancia. (Figura 7)
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Figura 7. Representacdo grafica dos nlcleos na auséncia e presenca de um campo
magnético externo. (PAVIA, 2010 — ADAPTADO)

Os spins em excesso que se encontram no estado de mais baixa
energia sao excitados ao receber um pulso de radiofrequéncia, gerado por um
campo de natureza oscilante, perpendicular ao campo principal aplicado, e de
mesma magnitude da frequéncia de precessdo. A frequéncia especifica em que
cada nucleo sofre precesséo é determinado pela equacdo de Larmor (SANTANA,
2013). Apos a finalizacdo do campo de natureza oscilante € cessado, 0s spins
outrora excitados entram em processo de decaimento de energia, denominado
decaimento livre de inducdo (Free Induction Decay - FID) que € recebido por uma
bobina no dominio do tempo onde € aplicado a transformada de Fourier,

mostrando os sinais no dominio da frequéncia.
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A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é uma
técnica que abrange diversos campos de aplicacdo na area de quimica de
produtos naturais. Entre as inUmeras aplicacbes dentro do campo da quimica,
pode se citar a determinagdo estrutural de compostos organicos e inorganicos; a
guantificacdo de metabdlitos em extratos de matrizes vegetais e animais; e a
analise de tecidos intactos, agua, gordura em alimentos e em outros sistemas
biologicos (DUYNHOVEN, 2010).

Por ser uma técnica que interage com a matéria pela radiacédo
eletromagnética, a RMN tem gerado significativo destaque cientifico, visto que
ndo é uma técnica invasiva e destrutiva da amostra, além disso, a RMN é
considerada uma técnica rapida e segura para opesquisador e ndo gera poluicdo

ambiental (ERIKSON et al., 2012).

No entanto, dentre as desvantagens da técnica de RMN de 1H, a
sensibilidade relativamente baixa na espectroscopia de RMN €& a principal em
comparagcdo com outras tecnologias usadas na analise de alimentos. Essa
sensibilidade do experimento depende da instrumentacdo a ser utilizada no
processo, principalmente da forga do campo magnético, do tipo de experimento
(nucleo, sequéncia de pulso, parametros de aquisicdo) e da naturezada amostra,
tais fatores estao diretamente relacionados e interferem na resolucéo do espectro
(TANG, 2019).

7

Em materiais biolégicos, a RMN de alto campo € significativamente
adequada e sua aplicabilidade tem se mostrado efetiva na analise de alimentos,
tais como de peixes e produtos de pesca. As fraudes alimentares, autenticacéo de
alimentos, processo de armazenamento e processamento de alimentos sao
problemas que podem ser monitorados e resolvidos pela aplicagdo da
ressonancia magnética nuclear para analise de metabdlitos presentes nesses
alimentos (SAMUELSSON, 2008).

Dentre as aplicagbes da RMN na andlise da carne do pescado,
Martinez e colaboradores (2005), conseguiram demonstrar as diferencas entre o
Bacalhau (Gadus Morhua) congelado e o bacalhau ndo congelado, por meio da

analise dos metabdlitos constituintes, verificando que a presenca de
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dimetilacetanamida (DMTA) é um potencial biomarcador do processo de

congelamento de amostras de peixe fresco.

Gribbestad e colaboradores (2005) também utilizaram a técnica de
RMN no musculo do salmdo do atlantico (Salmo salar) para determinar a
constituicdo quimica de forma ndo destrutiva. Complementando o estudo,
Castejon (2010), conseguiu comparar qualitativamente os metabdlitos da carne do
salmdo fresco e defumado, evidenciando os efeitos dos processos de

armazenamento na constituicdo quimica da carne do peixe.

3.2.1. A sequéncia de pulso ZGPR

Na andlise de amostras bioldgicas como, por exemplo, a carne de
pescado, o sinal dos hidrogénios da agua sdo mais intensos que o0s sinais dos
metabdlitos constituintes. Em muitas analises por RMN os sinais dos solventes
também podem ser mais intensos e largos, interferindo na deteccdo dos
metabolitos de interesse. Além disso, outros problemas, como a integracdo dos
sinais vizinhos ao da agua, ndo € possivel de ser realizado, uma vez que o
programa de processamento de espectros tém dificuldades em processar com
frequéncias parecidas, por conta da sobreposi¢cdo de sinais, ou pela interferéncia
do pulso de saturacéo. A supressao do sinal da agua pode ser realizada de varias

maneiras dependendo da sequéncia de pulso selecionada (COBRA, 2016).

Na maioria das aquisicées de espectros de RMN de 'H o método de
supressdo mais utilizado é o de pré-saturacdo, que se baseia em diminuir o
vetor magnetizacdo resultante da dgua antes do pulso (P1). A técnica tem a
funcdo de irradiar o sinal do solvente durante o tempo de relaxacdo (D1) antes

gue o pulso de radiofrequéncia seja aplicado.

Geralmente as sequéncias de pré-saturacdo tém um pulso de
radiofrequéncia relativamente longo e de poténcia baixa para que se possa
saturar uma frequéncia especifica, por exemplo, o sinal da agua. Os hidrogénios
presentes na &agua sdo excitados a ponto de nenhum sinal poder ser

completamente acumulado e detectado. No entanto, a desvantagem de se utilizar
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a sequéncia de pré-saturacdo é que a ressonancia de hidrogénios que realizam

troca quimica com a agua também sera saturada.

A sequéncia de pulso zgpr (nomenclatura Bruker) (Figura 8) configura-
se 0 experimento mais simples de pré-saturacdo. Durante o tempo de espera
(d1), e apos a aplicacdo de um pulso de baixa poténcia na frequéncia da agua,
um pulso de radiofrequéncia de curta duracdo é aplicado na frequéncia dos
hidrogénios que ndo foram pré-saturados, o qual rotacional o vetor magnetizacao
resultante para o plano xy, no qual o sinal é detectado e apenas um residuo do

sinal da Agua podera ser observado (NASCIMENTO, 2011).
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Figura 8. Representacdo esquematica da sequéncia de pulso de supressdo zgpr com oS
parametros importantes. (NASCIMENTO, 2011)

3.3.Quimiometria aplicada a RMN de 1H

Um espectro de RMN de 'H é rico em informagcdes quimicas. Em
analises metabol6micas, o0 nUmero de amostras necessario para se construir uma
matriz de dados robusta e representativa é bastante extenso, tornando a analise
visual de cada espectro, um trabalho cansativo e limitado. Além disso, uma mera
analise visual, ndo permite extrair informacdes relevantes, pois na maioria das

vezes, 0s espectros possuem diferencas sutis.

Nesse sentido, o processamento e interpretacdo dos dados em estudos
metabolémicos, vém sendo realizado através de métodos estatisticos chamados
de multivariados. Os sinais dos hidrogénios dos metabdlitos presentes nas

amostras sdo estatisticamente comparados, e usados para determinar quais as
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principais diferencas ou semelhangas entre os grupos amostrais (WISHART,
2008).

De acordo com Ferreira (2015), a quimiometria é uma ferramenta
estatistico- matematica importante que quando aliada com diferentes métodos
guimicos e analiticos, possibilita a analise de um grande numero de variaveis
presentes em uma Unica amostra. Essa ferramenta atua diretamente na interface
das ciéncias exatas, relacionando a quimica com outras areas como a

matematica, estatistica e areas correlacionadas (Figura 9).

= 4

QUIMIOMETRIA
Figura 9. Representacdo esquemdtica da interdisciplinaridade da Quimiometria entre as ciéncias
exatas (FERREIRA, 2015).

Em resumo, as analises quimiométricas possibilitam a extracdo de
informagdes significativamente relevantes de dados considerados complexos.
Essa vantagem da utilizacdo desse método faz com que muitos estudos
envolvendo aplicacbes quimiométricas crescam exponencialmente nos dias
atuais. Entre os métodos mais utilizados destaca-se a analise exploratéria dos

dados, a qual foi utilizada para a execucéo desse trabalho.

3.3.1. Analise exploratéria dos dados

Os métodos quimiométricos utilizados na identificacdo de semelhancas
e diferencas entre amostras sdo divididos em dois grupos importantes:

supervisionados e néo supervisionados, no reconhecimento de padrées. O
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método de analise exploratério esta dentro do grupo dos métodos nao
supervisionados, que nédo utilizam informacdes das classes pré-estabelecida das
amostras, e nao requerem nenhum conhecimento prévio de suas classificacdes,
sendo o agrupamento efeito apenas das informagdes contidas nos dados
experimentais (FERREIRA, 2015).

Nas analises exploratérias também é possivel a verificacdo da
presenca de amostras anémalas (outlier), ou seja, aquelas que ndo seguem o
mesmo comportamento das demais. Os dados obtidos de experimento nas
andlises exploratorias sdo organizados em matrizes constituida de amostras e
suas variaveis. No contexto de dados adquiridos em ressonancia magnética
nuclear (RMN), na construcdo da matriz de dados, os espectros de 'H das
amostras sao dispostos em linhas, enquanto que as variaveis referente aos

valores de deslocamento quimico sao organizados em colunas.

O grande numero de sinais em espectros de RMN de 'H de alimentos é
um dos fatores problematicos na identificacdo de semelhangas e diferengas entre
as amostras. Logoé necesséria a utilizacdo de métodos matematicos capazes de
descobrirem e organizarem asinformagdes contidas nesses dados, transformando
as observacdes de todos os valores de deslocamento quimico em algo que possa
ser visualizado no espaco. Um dos meétodos matematicos mais simples utilizado

em pesquisas metabolémicas é a andalise por componentes principais (PCA).

A analise por componentes principais (PCA) é um procedimento
matematico que visa converter uma matriz de dados multivariados de variaveis
correlacionadas em uma nova matriz com dimensionalidades reduzidas e
variaveis ndo correlacionadas, denominadas de componentes principais (PCs).
Quando ocorre correlacdes significativas entre variaveis em um conjunto de
dados, é possivel descrever um nimero menor de novasvariaveis que consigam
fornecer toda a informacgé&o contida em uma matriz original. A compressao desses
dados é obtida mediante a combinagé&o linear das originais, de maneira a agrupar
aguelas com similaridades. O novo conjunto de varidveis é denominado
componentes principais (FERREIRA, 2015).

A conversdo das variaveis ocorre através da combinacdo linear das
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variaveis originais, construidos em ordem decrescente de variancia, nesse
sentido, as primeirascomponentes principais possuem a maior variancia do banco
de dados e as sucessivas componentes principais possuem maior variancia que a
proxima, sempre atuando de forma ortogonal entre si. Dessa maneira, as
informagbes mais relevantes do conjunto de dados ficam concentradas nas
primeiras componentes e as de menor importancia nas ultimas (FERREIRA,
2015).

Em uma andlise de componentes principais, o0 agrupamento das
amostras define a estrutura dos dados por meio de graficos de “scores” em que
as amostras sao projetadas, e “loadings”. Os scores fornecem a informagéao geral
de todas as observacbGes ou amostras que componhem a tabela de dados, e a
posicado de cada amostra no plano do modelo pode ser usada para correlacionar
amostras entre si. Logo, as amostras que estdo proximas uma das outras
possuem um perfil multivariado semelhante, enquanto os loadings fornecem a
influéncia das variaveis no plano do modelo e a relagédo entre elas. Como as PCs
séo ortogonais entre si, € possivel analisar as relagdes entre amostras e variaveis
e ainda a influéncia de cada variavel em cada amostra (BRERETON, 2017).

(Figura 10)
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Figura 10. Representacdo ilustrativa de uma andlise exploratéria por componentes principais

(PCA) com os graficos de scores e loadings (FERREIRA, 2015).
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Analises quimiométricas tém sido amplamente utilizadas na exploracao
de dados obtidos pela RMN aplicada a amostras de peixe. Nessa perspectiva,
tem sido possivel resolver problemas relacionados a autenticidade de peixes e
frutos-do-mar, como, por exemplo, a substituicdo de espécies, falsificacdo de
origem geografica, e deturpacdo do processo de cultivo e conservacédo atraves da
unido das técnicas espectroscopicas e de analises quimiométricas (GHIDINI e
col., 2019).

Pinto e colaboradores (2020) utilizaram a RMN aliada a quimiometria
para o monitoramento das alteracdes na carne de peixe caranha (Piaractus
brachypomus), ap6s a quebra de cadeia do frio, no processo de congelamento e
descongelamento, os resultados mostraram que o ciclo de congelamento e
descongelamento favorecem o aumento das atividades enddgenas e exdgenas.
Outros exemplos ressaltam a aplicagcdo do conjunto de técnicas na avaliacdo do
frescor de peixe, o autor Zhang e colaboradores (2022), relatam a deficiéncia dos
processos convencionais de determinacdo do frescor do peixe, e aborda a
utilizac&o das técnicas espectroscopicas aliadas a quimiometria, pois tais técnicas
sdo de rapida andlise, possuem baixo preparo de amostras e custo-beneficio,
sendo que alguns métodos sao especialmente ndo destrutivos e adequados

para operacdes on-line ou em larga escala.

N&do s6 em amostras de peixes, mas também em seus produtos, a
aplicacdo do conjunto de técnicas tem se mostrado promissor, no trabalho de
Giese e colaboradores (2019), a RMN aliada a quimiometria foram utilizadas para
determinacdo de adulteracdo de oleo de figado de bacalhau, misturados com
Oleos vegetais comuns, a abordagem pode abrir caminho para uma avaliagdo

holistica da qualidade dos 6leos de peixe.
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3.4 Quantificacao relativa de metabdlitos por RMNq

7

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H é
comumente utilizada para elucidacdo estrutural de compostos organicos obtidos
por meio de sinteses ou produtos naturais. No entanto, a técnica de RMN também
pode ser considerada um método de medicao primaria sendo possivel a aplicacao
em metodologias de quantificacdo de compostos organicos (KING, 2000).

Os avancos metodologicos no campo da RMN trouxe significativa
confianca na sensibilidade e estabilidade, impulsionando a técnica para a
utilizacdo em quantificacbes absolutas. As principais vantagens da utilizacdo da
RMN em comparagdo com outros métodos de quantificacdo, podem ser notaveis,
exemplo, a capacidade de determinagé&o das razOes molares a partir da razao dos
sinais, independente das caracteristicas quimica do analito; a alta exatiddo e
precisdo da concentracdo dos metabolitos; e a capacidade de quantificacdo
simultanea de varios compostos (DUYNHOVEN, 2013).

O fundamento para a quantificagcdo por RMN, baseia-se no fato de que
a intensidade de um sinal () é diretamente proporcional ao nimero de nucleos
gue dao origem ao sinal no espectro, dessa forma, a quantificacdo é realizada
medindo a area sob um sinal representado pela integral. No entanto, para um
melhor resultado é necessario que os sinais dos metabdlitos escolhidos sigam
alguns requisitos importantes. Entre esses requisitos € primordial que o sinal do
analito deve ser separado de outros, ou seja, livre de sobreposicoes.

Além disso, outros requisitos como o ajuste fino da homogeneidade de
campo (shimming), paramétros de tuning e matching e as configuracées dos
paramétros de processamento tambem sao primordiais para um bom resultado na
guantificacdo dos compostos quimicos (HOLZGRABE, 2010).

O preparo da amostragem nos métodos de RMNQ podem ser
considerados simples e rapido, isso torna o método reprodutivel e robusto. E
importante considerar alguns pontos na quantificagdo, uma vez que uma mesma
fonte, pode produzir diferentes sinais com intensidades diferentes que podem
variar dependendo de fatores como, composicdo amostral, angulo do pulso de
excitacdo, tamanho do tubo de RMN, volume da amostra e parametros
experimentas (LARIVE, 1997; HOLZGRABE, 2010).
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A quantificagdo por RMN pode ser realizada de duas maneiras
utilizando espectros de RMN — quantificacao relativa e quantificacdo absoluta. Na
guantificacao relativa, é obtido a propor¢cdo de compostos em mistras atraves da
utilizagédo das integrais. A razdo molar entre dois compostos X e Y podem ser
calculadas atraves da equacédo (BHARTI, 2012)

M@x) 1(x).N(y)
M(y) I1(y)N(x)

Considerando que nesse tipo de quantificacdo o espectrometro é o
mesmo, o valor de Ks (constante do espectrmetro) néo é levado em consideracao
nessa equacao (MALZ, 2005).

Na quantificagdo absoluta existe duas possibilidades para
determinacdo da concentracdo do metabdlito. A primeira possibilidade pode ser
aplicada quando todas as impurezas presentes no espectro de RMN puderem ser
medidas quantitativamente, nesse caso, o resultado € a diferenca para o valor de
100%. Esta abordagem né&o é indicada para impurezas que ndo contenham o
nucleo observado, tais como compostos inorganicos.

Para a segunda possibilidade de abordagem, a pureza de uma certa
substancia X pode ser calculda diretamente a partir dos espectros de RMN de *H
usado a seguinte equacao:

oy — LE)NG). MCO). W)
@) =N MO W

P(y)

Para essa equacao, I, N, M, W e P sdo a é&rea integral, nUmero de
ndcleos, massa molar, peso gravimétrico e pureza do analito (X) e padréao (Y),
respectivamente.

A escolha do padrdo como composto de referéncia tambem requer
algumas estratégia importantes. De acordo com Bharti (2012) o padréo interno
ideal é aquele que esta disponivel em uma forma com alta purificacdo, menos
dispendioso, estavel, quimicamente inerte, ndo volatil, ndo higroscopico e soltuvel
na maioria dos solventes de RMN que estdo sendo usados rotineiramente, além

disso o seu sinal de referéncia deve estar bem separado e deve
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preferencialmente ser um singleto.

O padrdo interno em quantificacdo deve possuir uma concentracao
conhecida e devem seguir criteriosamente as condi¢des como sua solubilidade e
sua interagdo quimica com o analito. No caso de amostras bioldgicas onde
proteinas e lipoproteinas estdo presentes em abundéancia, o padrdo interno deve
ser selecionado com muito cuidado (HOLZGRABE, 2010; BHARTI, 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.10btencéo das Amostras

As amostras comerciais da carne do Pirarucu (Arapaima gigas) fresco
e salgado foram adquiridas em centros comerciais e feiras livres, contemplando
diferentes zonas da cidade de Manaus/AM. A coleta das amostras ocorreu em um
periodo de 15 dias (do dia 24 de janeiro de 2022 a 4 de fevereiro de 2022),
evitando a adicdo da variavel tempo de coleta naconstrucdo do modelo. A selecéo
das zonas foi feita mediante a densidade populacional descrita em dados obtidos
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE (IBGE, 2010), listadas a

seqguir: Zona Norte, Zona Sul, Zona Leste e Zona Centro-Sul (Figura 11).

FEIRA MUNIICIPAL DO MULTIRAO
-3,0456303, -59,9438259

FEIRA MUNIICIPAL DO COROADO
-3,0908492, -59,9835354

. ZONA NORTE

. ZONA LESTE

. ZONA CENTRO-SUL

. ZONA SUL

FEIRA MUNIICIPAL DO PARQUE 10
-3.0805479,-60.0105181

FEIRA MUNIICIPAL DA MANAUS MODERNA|
| -3.1344809,-60.0121843

Figura 11.Localizagdo dos locais de coleta das amostras de pirarucu fresco e salgado-seco na
cidade de Manaus com suas respectivas coordenadas geograficas (AUTOR, 2022).
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Cinco amostras de Pirarucu fresco e cinco amostras de Pirarucu
salgado foram adquiridas em cada zona, totalizando 40 amostras da carne do
pescado. A Tabela 2 mostra os codigos relacionados as amostras coletadas, bem

como o tipo de comércio que se procedeu a compra da amostra.

Tabela 2. Cédigos das amostras comerciais de pirarucu coletadas em feiras da cidade de
Manaus.

Zona de Coleta Amostra Tipo de Comércio
PFCS(5) Feira Livre
Zona Centro-Sul

PSCS(5)

PFZL(5) Feira Livre
Zona Leste

PSZL(5)

PFZN(5) Feira Livre
Zona Norte

PSZN(5)

PFZS(5) Feira Livre

Zona Sul
PFZS(5)

Legenda: *P = pirarucu; *F= fresco; *S= seco; *ZN= zona norte; *CS= centro-sul; *ZL= zona
leste; *ZS = zona sul.

Coletou-se aproximadamente +100 g de filé (regido lombar) da carne
do Pirarucu. Apds a coleta, as amostras foram transportadas em caixas
isotérmicas com gelo e armazenadas em Freezer que opera a temperatura de -80
°C, disponibilizado pelo Laboratoério de Bioensaios e Microrganismos da Amazoénia
(LABMICRA/UFAM).

Para verificagdo do conhecimento dos comerciantes sobre o0s
processos de salga e secagem empregados em seus produtos, foi levantada uma
pesquisa por meio de questionario (APENDICE) realizado no decorrer da
obtencdo das amostras, rastreando, dessa forma, qual processo utilizado para

salgamento e secagem do produto.

Para o experimento com amostras produzidas, as carnes de pirarucu
fresco foram adquiridas por comerciantes ribeirinhos no porto da Panair,
localizado no bairro colénia Oliveira Machado, zona sul de Manaus (Figura 12).
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Um total de cinco amostras foram adquiridas e transportadas em caixa
isotérmicas para o laboratério de Bioensaios e Microorganismos da Amazbénia
(LabMicra) localizado na Universidade Federal do Amazonas, para posterior

processo de salga.

Figura 12. Localizacdo do ponto de coleta das amostras frescas de pirarucu do experimento
produzido (Autor, 2023).

Para cada amostra de pirarucu fresco, foi retirado uma posta para a
realizacdo do processo de salga (Figura 13). Com isso, foram obtidas 10
amostras, sendo 5 amostras da carne fresca e 5 amostras no qual seriam
realizadas o processo de salga. As amostras foram codificadas com as seguintes
nomenclaturas: PFP para amostras de pirarucu fresco e PSP para amostras de

pirarucu salgado.

Figura 13. Esquema de corte das mantas frescas de pirarucu para o experimento produzido
(Autor, 2023).

43



As amostras da carne de pirarucu fresco que passariam pelo processo
de salga foram transportadas para o laboratério de fisico-quimica de alimentos,
localizado no Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia (INPA), sob supervisao
do Prof. Dr. Rogério Souza de Jesus.

O método de salga seca foi escolhido para a realizagdo do salgamento
das amostras frescas. Inicialmente pesou-se cada amostra de carne fresca com o
auxilio de uma balanca semi-analitica e obteve se os valores descritos na tabela
3.

Tabela 3. Massas das amostras de pirarucu fresco para realizacdo da etapa de salga.

AMOSTRA MASSA
PSP1 98,66 g
PSP2 58,12 g
PSP3 90,379
PSP4 59,76 g
PSP5 55,64 g

Total: 362,55 g

Legenda: PSP (pirarucu seco produzido)

Para o método de salga escolhido € indicado pelos érgaos de controle,
a utilizagéo de 30 % de sal em relacdo a carne do pescado. Logo foram utilizados
108,76 g de sal (NaCl) para o processo de salga, além disso, para essa mistura

foi utilizado uma proporcao de 1:1 de sal fino e sal grosso (Figura 14).
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Figura 14. Camada de sal (NaCl) utilizada na salga do pescado produzido (Autor, 2023).
As amostras da carne de pirarucu foram organizadas em paralelo sobre
uma camada de mistura de sal em ordens intercaladas, a fim de que o sal

cobrisse toda a superficie da carne do pescado (Figura 15).

Figura 15. Mantas de pirarucu no processo de salga seca para 0 experimento
produzido (Autor, 2023).

O processo de salga foi realizado em um periodo de 4 dias a
temperatura ambiente (25° C) e apds isso as amostras foram levadas para a

secagem. As amostras foram secas com o auxilio de uma estufa de circulacao de
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ar (SOLAB, SI-102) a temperatura de 45° C por um periodo de 24 horas. ApGs o
processo de secagem, as amostras obtidas foram armazenadas em freezer -80°C

para posterior extragcado dos metabdlitos.

4.2 Aquisicao dos parametros fisico-quimicos

Para as amostras da carne de pirarucu salgado seco produzidas, foram
avaliados os parametros fisico-quimicos descritos pelo regulamento técnico de
identidade e qualidade (RTIQ) regulamentados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento através da instru¢cdo normativa 01 de 15 de janeiro de
20109.

As amostras foram submetidas a determinacdo de cloretos pelo
método de Mohr por precipitacdo, uma metodologia baseada nas normas
analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2008). Inicialmente pesou-se aproximadamente
5 gramas da carne salgada-seca e transferiu-se para um béquer de 250 mL para
homogeneizagcdo com 20 mL de agua destilada fervente. Apos isso, transferiu-se
a amostra para um baldo volumétrico de 100 mL com auxilio de um funil e
algodao, lavando-se por trés vezes com 20 mL de &gua destilada fervida até
completar o volume do baldo volumétrico. Apds completar o volume, retirou-se
uma aliquota de 10 mL com o auxilio de uma pipeta volumétrica e transferiu-se
para um frasco de Erlenmeyer de 250 mL onde foi adicionado 1 mL de cromato de
potassio (K2CrO4) a 10% (Figura 16). Dessa forma a mistura foi entao titulada com
nitrato de prata (AgNOs3) a 0,1 N até a obtencdo da coloracdo amarelo-

avermelhada.
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Figura 16. Solucao para determinacao do teor de cloreto pelo método de titulagao (Autor, 2023).

A umidade da carne do pescado foi determinada através da aplicacao
do método gravimétrico, onde monitorou-se a perda de massa do material
aquecido a 105° C por um periodo de 24 horas, até aquisicdo de massa
constante. Todos os testes foram aplicados em triplicata (n=3) para melhor

representatividade dos dados.
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4.3Processo de extracdo dos metabalitos

A metodologia de extracdo dos metabdlitos empregada nesse estudo é
uma adaptagcdode um método de micro extracdo direta em solvente deuterado e
todas as extracdes descritas abaixo foram feitas em quadruplicata amostrais
(n=4) no experimento comercial e em triplicata amostral (n=3) para o experimento

com amostras produzidas.

As amostras de pirarucu fresco e de pirarucu salgado-seco foram
descongeladas a temperatura ambiente (25° C). Foi pesada aproximadamente 1 g
da carne de pirarucu a partir da retirada de pequenas quantidades ao longo da

extensdo do filé (retangulos em branco), conforme mostra a Figura 17.

Figura 17. Filé de pirarucu fresco adquirido em feiras comerciais de Manaus com as regifes de
corte explicita em retangulos brancos. AUTOR, 2022,

As amostras de pirarucu foram entdo maceradas exaustivamente com
almofariz e pistilo, auxiliadas pela adicdo de nitrogénio (N2) liquido (Figura 18).
Apds a homogeneizacdo completa de cada amostra, foi pesado aproximadamente
cerca de 50 mg do homogenato e adicionado 550 pyL de agua deuterada (D20)

com o padréo TMSP-ds4 a 0,05% (Cambridge Isotope Laboratories) (Figura 19).
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Figura 18. Amostras da carne do pirarucu apés o processo de maceragdo com nitrogénio liquido
(Autor, 2022).

Figura 19. Tubos de eppendorf contendo a carne de pirarucu com 550 uL de solvente deuterado
(D20) para o processo de sonicagéo (Autor, 2022).

A extracdo dos metabdlitos ocorreu com o auxilio de uma lavadora
ultrassoénica (Eco-Sonics. Q3.0) por 30 minutos e a temperatura de 25°C. Apos a
sonicacdo, o0s tubos de eppendorf com as amostras de pirarucu foram
centrifugadas em uma mini centrifuga (JonSpin, Mini 4-7K) por 10 minutos e
velocidade constante de 4000 rpm. Apos isso, filtrou-se o solvente dos tubos de
eppendorf com o auxilio de algodao, e transferiu-se diretamente para o tubo de

RMN (5 mm) para a aquisicdo dos espectros de RMN de 'H. A Figura 20 mostra
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um fluxograma para todas as etapas envolvidas no preparo das amostras para as

analises por RMN.

Pirarucu Pirarucu
Fresco, 1g Seco, 1g
Maceragdoc/ N,
liquido

Pesou-se
Fracdo Pir. Fracdo Pir.
Fresco, Seco,
50 mg 50 mg
Adicio D,0, ] — | Adicio D,0,
550 L 7 Sonicagdo, 30 mm. | | 550 L
\ 25°C )
[ Centrifugactio, 10 |
min.; 4000 rpm
Filtracdo do |
s > Tubo RMN
Solvente

Figura 20. Método de extracdo empregado nas amostras de pirarucu fresco e salgado-
seco adquiridas nos comércios de Manaus (Autor, 2022).
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4.4Aquisicao dos espectros de RMN de 1H

Os experimentos de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram
realizados no Laboratério de Ressonéncia Magnética Nuclear (NMRLab) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Os espectros de RMN de *H foram
obtidos em um espectrémetro do tipo Bruker Avance IIIHD, operando a 500, 13
MHz para o ndcleo de hidrogénio e 125 MHz para o nucleo de carbono 13,

equipado com uma sonda BBFO Plus SmartProbe.

Os espectros de RMN de 'H foram adquiridos em triplicatas (n = 3),
através da sequéncia de pulsos zgpr (nomenclatura Bruker) (Figura 21), com o
sinal da agua residual (6 4,70) sendo suprimido. O tempo de relaxacéo (d1) foi
definido como 15,0 segundos; nimero de pontos durante a aquisicao (TD) igual a
65 K; tamanho da janela espectral (SW)igual a 8 kHz (16,0 ppm); niumero de
transientes (NS) igual a 32 e o tempo de aquisi¢ao (AQ) igual 4,08 segundos, com
a temperatura da maquina estabelecida a 25° C. Para manter-se a padronizacao,
o valor do ganho do receptor (RG) foi definido em 128 e o pulso calibrado (P1)

para cada amostra.

P1 ph1=[0,2..]
10.1p
D1
12
15
PLW 9 PLW1
E 0.0 20.3 MC
D12 D12
30m 20u 41 20u W 30m
SR || Y

Figura 21. Representacdo grafica da sequencia de pulso zgpr usada para aquisicdo dos
espectros de RMN de 1H com seus respectivos paramétros de aquisi¢cao (Autor, 2022).
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Os espectros foram processados com o software TOPSPIN (versao
3.5, Bruker BioSpin Inc.), utilizando uma multiplicacdo exponencial nos FIDs por
um fator de 0,3 Hz. As fases e as linhas de base foram corrigidas
automaticamente. Os sinais dos espetros foram referenciados em relagdo ao sinal
do trimetilsililpropionato de sddio (TMSP-d4) (0,00 ppm). Os valores dos
deslocamentos quimicos adquiridos foram expressos em ppm () e os valores das
constantes de acoplamento (J) expressas em Hz. Experimentos de RMN
bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC) foram realizados para fundamentar a
identidade dos compostos, juntamente com as comparacdes dos dados obtidos
com os bancos de dados online e artigos da literatura. Os espectros de RMN de
'H adquiridos foram convertidos para o formato CSV (valores separados por

virgula) para que fosse feito a analise quimiométrica dos dados.

4.5Aquisicao de dados quimiométricos

Os espectros de RMN de *H foram tratados manualmente e convertidos
em uma tabela de dados através do comando convibin2csv no software Topspin
3.5. Essas matrizes de dados foram organizadas através do programa Excel,
versdo 365, em formato CSV e as andlises multivariadas dos dados de RMN de
'H foram realizadas utilizando o programa PLS Toolbox Solo, versdo 9.0
(Eigenvector Research, Hyacinth Road, Manson, USA).

A partir da matriz de dados inicial, foi gerada uma nova matriz com a
regido que continham os sinais dos metabdlitos desejados & 0,70 — 8,90. A area
referente ao sinal residual da agua (6 4,5 - 6,8) foi excluida. Com isso, foi gerada
uma matriz de dados composta por 288 amostras, dispostas em linhas, sendo 144
amostras referentes a pirarucu fresco e as outras 144 amostras referentes ao
pirarucu salgado-seco, cada uma com 5728 variaveis dispostas em colunas, para
discriminacdo entre as duas matrizes. A fim de verificar a influéncia de cada
regido espectral na discriminacdo entre as amostras, foram construidas trés
outras matrizes contemplando diferentes regides no espectro de RMN de 'H:

baixa frequéncia (6 0,7 a 2,10), média frequéncia (6 2,20 a 4,50) e alta frequéncia
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( 6,10 a 8,50).

O método de PCA (analise por componentes principais) foi aplicado
nas matrizes de dados. Nas analises por PCA, as matrizes importadas foram
tratadas por meio da utilizacdo de pré-processamento sobre as variaveis, 0s
dados foram centralizados em torno da média (mean centering) que calcula a
média de cada variavel e subtrai cada variavel do respectivo valor médio. Os pré-
processamentos, pareto scaling e autoscaling, também foram utilizados, porém,
nao apresentaram resultados satisfatorios para esse conjunto de dados, logo, ndo

serdo discutidos.

Para minimizar os efeitos das diferengcas espectrais e ruidos
sisteméaticos, as matrizes de dados passaram por transformacfes sobre as
amostras, tais como, correcao da linha de base (baseline correction), alinhamento
dos sinais (signal alignment) e normalizagdo (normalization) para uma é&rea
constante. Apds isso, foram gerados graficos de scores para comparar o
comportamento quimico das amostras utilizadas para a constru¢do do modelo. A
identificacdo dos compostos que foram responsaveis pelas discriminacdes entre
0s grupos foi analisada por meio de graficos de loadings, que demonstram qual a
importancia (peso) de cada varidvel para as tendéncias de agrupamentos

encontrados nos graficos de scores.

O método multivariado de calibracdo (PLS-DA) tambem foi aplicado
nas matrizes de dados. Para isso, os espectros de RMN de !H tratados foram
importados para o software AMIX (Bruker) onde foram feitas as integragdes dos
sinais dos metabdlitos responsaveis pela separacdo entre amostras frescas e
secas de pirarucu. A tabela com os dados de integracao foi convertida em formato
CSV (valores separados por virgula) e importada para a plataforma

MetaboAnalyst 5.0 para realizagdo dos tratamentos quimiométricos.

No processo de filtragem para remocdo de variaveis que nao seriam
Uteis na modelagem dos dados, utilizou-se como parametro o valor médio da
intensidade dos sinais além do pré-tratamento auto-scaling que centraliza os
valores na média e divide seus valores pelo desvio padrdo de cada variavel. A

validagdo desse modelo foi realizada pelo método de validagdo cruzada (cross
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validation, 10 fold, Q%) que avalia a performance de um modelo preditivo. Os
valores de Q? e R? obtidos podem fornecer informacées relevantes tais como a

capacidade preditiva do modelo (Q?) e a sua capacidade explicativa (R?).

4.6 Quantificacdo dos metabdlitos

A guantificacdo por RMN de *H (qHNMR) foi realizada utilizando-se o
método de quantificacdo com padrdo-interno. As analises quantitativas por RMN
de 'H sdo baseadas na medida da area de um sinal registrado, no qual é
diretamente proporcional ao niamero de hidrogénios que absorvem energia na
radiofrequéncia referente a este sinal. Dessa maneira, para se obter uma
informacdo quantitativa através dos espectros de RMN de H, é realizada a
determinacao relativa ao padrédo interno, na qual a razdo molar entre dois
compostos pode ser calculada (SANTOS E COLNAGO, 2013). Nesse sentido, 0s
espectros de RMN de !H tanto das amostras comerciais quanto das amostras
produzidas foram importados para o software AMIX 3.9.12 (Bruker BioSpin) para a
obtencdo dos valores de intensidade dos metabdlitos de interesse e do padréo
interno TMSP-Dg4 (trimetilsililpropionato de sodio) com concentragdo molar de 3,25
mmol.

Os espectros foram plotados e a area dos metabolitos foi selecionada
manualmente para o processo de integracdo. Selecionados o0s sinais dos
compostos de interesse, foi aplicado a multi-integracdo e a intensidade desses
sinais foi calculada e importada para o software Excel 365 para realizacdo dos
calculos de teores.

O concentracdo molar do metabolito de interesse foi calculado a partir
da seguinte equacéo:

1) N(©)
I(y).N(x)
Onde M), lx e N estdo relacionadas respectivamente a molaridade,

M(x) M(y)

intensidade do sinal e nimero de nucleos para o determinado sinal do metabolito,
enquanto que M), lyy) € Ny estdo relacionadas a molaridade, intensidade e
namero de ndcleos do padrdo interno. Os valores de concentracdo molar
encontrados foram entdo divididos pela massa de peixe utilizada na extragéo para

a obtencao do teor do metabdlito descrito em mmol/g.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amostragem do Experimento Comercial

Neste estudo, foi realizado um levantamento dos principais pontos
comerciais de vendas da carne do pirarucu na cidade de Manaus-AM, viabilizando
uma melhor representatividade para os pontos de coleta. Feiras livres das zonas
norte, sul, leste e centro-sul foram escolhidas para a aquisicdo da carne do
pirarucu. Em cada zona, foram coletadas cinco amostras de pirarucu fresco e

cinco amostras de pirarucu salgado.

Durante as coletas foi aplicado um questionario (APENDICE 1) e os
dados obtidos mediante a aplicacdo deste permitiu o levantamento das técnicas
de salga e secagem, que sado aplicadas na carne de pirarucu da cidade de
Manaus. Essa informacdo sera importante para o planejamento de trabalhos
futuros do NEQUIMA (DQ/UFAM).

Em relacdo ao processo de salgamento, a falta de padronizacéo foi o
principalproblema reportado pelos feirantes, uma vez, que em todas as bancas de
coleta, a salga era descrita de maneira distinta, uma significativa parcela dos
comerciantes reportaram o uso de proporcBes de sal diferente do que esta
descrito no manual do World Wild Fund for Nature Brasil, que indica a quantidade
de sal a ser utilizada na salga entre 30 e 35% em relacdo ao peso do pescado
(OUVIEDO, 2011). A quantidade de sal empregada no salgamento influencia
diretamente a qualidade final do produto, nesse sentido, muitos autores como
Gomide (2005), ja relataram que em elevadas concentracdes de sal (acima de
8%), ndo ocorre ligacdo entre as proteinas e ions de cloro, fazendo com que o
mesmo fique em solucdo, ocasionando desidratacdo de moléculas proteicas,
atracdo mutua e formacéode precipitado.

Além da desidratacdo proteica, outro problema relatado em relacdo a

guantidade de sal utilizada, € a proliferacdo de bactérias do género

Staphylococcus que se multiplicam emconcentragcdes entre 7,5 e 15% de NacCl.
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Em relacdo ao processo de secagem empregado nas amostras
adquiridas, a principal discrepancia entre o0 método aplicado esta relacionada a
guantidade de dias que a matriz deve ficar exposta ao sol. Em 80% das
bancas em que o questionario foi aplicado, os vendedores afirmaram que a
carne de pirarucu salgado deve ficar aproximadamente de 5 a7 dias em secagem
natural, ou seja, com influéncia apenas da temperatura ambiente. O Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabelece padrbes para que o
produto seja denominado salgado seco, por meio da normativa de 1° de janeiro de
2019, que aprova o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ), fica
estabelecido que a carne do pirarucu salgado seco deva possuir umidade maxima
de 52,9% (BRASIL, 2019). Nesse sentido, a quantidade de dias de exposicédo do
produto ao sol ndo é o fator determinante, mas sim, a quantidade de &agua
presente no produto final. Ouviedo e colaboradores (2011) dao recomendagdes
importantes para que se obtenha maior qualidade do produto, como exemplo, o
horario de exposicéo ao sol, sendo preferenciavel que ocorra a secagem entre 0s
horarios de 9 a 14 horas e que ocorra a viragem continua do pescado para nao

cozer o musculo.

5.2Teor de Agua e de Cloreto das Amostras de pirarucu salgado-seco
produzidas

A instrucdo normativa 01, de 15 de janeiro de 2019, estabelece que as
amostras de peixes salgado-seco devem apresentar alguns parametros
indicativos de qualidade e identidade do pescado. De acordo com o regulamento
técnico, o conceito de peixe salgado-seco é todo pescado que é tratado pelo sal
(NaCl), e submetido posteriormente a secagem por evaporacado natural ou
artificial, com umidade minima de 52,9% e maxima de 58%. Além disso, é
requerido que as amostras de pescado salgado-seco, possuam valores de teor de
sal, em cloreto de sodio, de no minimo 12%.

Nessa perspectiva, as amostras de pirarucu salgado-seco produzidas
obtiveram os valores de teor de agua descritos na Tabela 4, que demonstra que a

maioria das amostras apresentaram valores dentro do limite estipulado pelos
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orgaos de controle, com excecdo das amostras PSP1 e PSPa.

Tabela 4. Valores dos teores de agua nas amostras de pirarucu apds o processo de
salga e secagem no experimento produzido.

Amostra Massa Massa Final Teor de Agua + DP (%)

Inicial (g) (9)
PSP 1,0056 0.7447 74,17+ 3,5
PSP 1,0063 0,5850 58,05 + 3,8
PSPs 1,0032 0,5757 57,38+ 1,6
PSP4 1,0069 0,5943 59,02 £ 0,25
PSPs 1,0020 0,5639 56,23 £ 0,29

Legenda: valores médios obtidos em triplicatas; DP (desvio padrdo); PSP (pirarucu seco
produzido);

A determinacdo de umidade da carne do pescado € um fator
importante uma vez que esta diretamente relacionado com a vida util do alimento.
Alimentos que possuem o0s maiores valores de umidade podem deteriorar-se de
maneira mais rapida (FOGACA, 2009). Além disso, existe uma correlacdo entre a
umidade e os valores de atividade de &gua (Aa), quando alimentos séo
armazenados em ambientes com umidade superior aos valores de atividade de
agua, esses tendem a absorver a umidade do ambiente, causando um aumento
nos valores de atividade de agua que por sua vez provocam alteracBes na
capacidade de multiplicacdo de microrganismos (OLIVEIRA, 2011; FRANCO,
1996).

Através do método de determinacdo de cloretos por precipitacao,
verificou-se os valores de teor de sal, em cloreto de soédio, das amostras de
pirarucu salgado-seco produzidas. A partir da massa de pirarucu medida e do
volume gasto na titulacdo determinou-se os valores de teor de cloro nas
amostras. De acordo com a metodologia empregada pelo Instituto Adolfo Lutz

(2008) o teor de cloreto é determinado pelos seguintes parametros; sendo V, o
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volume da solucéo de Nitrato de Prata (AgNO3) a 0,1 N gastos na titulacdo; F, o
fator da solucdo de nitrato de prata; e S o valor da massa da amostra usado no
processo de titulagdo, além disso, utiliza-se uma constante com valor de 0,584
gue é o miliequivalente-grama do cloreto de sédio, os valores do teor podem ser

determinados através da equacao abaixo:

V .f.0,584
S

Teor (Cl7) =

A tabela 5 demonstra os valores de teor de cloreto obtidos para as

cinco amostras de pirarucu salgado-seco produzidas. Os dados obtidos para as
amostras PSP1, PSP2, PSP3, PSP4 e PSP5 estdo dentro do limite estipulado
pelo regulamento técnico citado anteriormente, demostrando que todas as

amostras satisfazem o critério no que se refere ao teor de cloreto.

Tabela 5. Valores dos teores de cloretos nas amostras de pirarucu salgada seca do
experimento produzido.

Amostra Massa Volume Teor (%) + DP
PSP 0,5009 g 16,06 mL 18,22 £ 0,19
PSP 0,5007 g 20,30 mL  23,03+0,56
PSP3 0,5004 g 18,90 mL  21,45+0,01
PSP4 0,5002 g 19,20mL 21,80 +0,56
PSPs 0,5000 g 19,03mL 21,62 +0,05

Legenda: valores obtidos na média das triplicatas; DP (desvio padréo); volume
destacado vefere-se a quantidade de titulante gasto.

O teor de cloretos em amostras de peixe, corrobora com os dados de
umidade obtidos, e podem indicar informacdes relevantes, tais como o grau de
conservacdo e a eficiencia do processo de salga. O sal aplicado sobre a
superficie do pescado atua para preservar, por meio da diminuicdo da atividade

de agua no alimento, reduzindo a possibilidade de crescimento bacteriano. No
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entanto, amostras com alto teor de cloreto tém maior probabilidade de
crescimento de uma classe de bactérias halofilicas e organismos xeréfilos, que se
proliferam em meio seco (FAO, 1981; OLIVEIRA, 2007; BARUFFALDI, 1998).

5.3 Investigacdo do Método de Extracdo dos Metabdlitos

A metodologia de extracdo dos metabdlitos deve ser investigada para
gue se consiga coletar o maximo de informa¢des quimicas da matriz em estudo.
Para esse trabalho, métodos de extracdo foram testados e comparados
objetivando definir a metodologia de extracdo mais eficiente para carne de
pirarucu. Os parametros investigados durante essa etapa foram: ) microextracédo
em solvente comum ou deuterado; Il) solventes deuterados (DMSO, CHs3OD e
D20) e IlIl) método de maceracao (auxiliada e ndo auxiliada em nitrogénio liquido).
A escolha dos parametros se deu através da avaliacdo visual do perfil espectral,

avaliando a intensidade e resolucao dos sinais.

5.3.1Microextragdo em solvente comum ou deuterado

A Figura 22 mostra a expansédo dos espectros de RMN de 'H da carne
do pirarucu (1,4 — 2,4 ppm) adquiridos em DMSO, CHsOD e D20. A regiao
selecionada permite destacar algumas das diferencas observadas nos perfis
espectrais. A extragdo direta em DMSO resultou na remogdo de menos
metabolitos comparados com aquelas em CHsOD e D20. Tal resultado é
claramente observado na Figura 5.1, onde uma série de sinais ndo € detectada no
espectro em DMSO. Ao comparar as extragdes realizadas com CHsOD e D20
nota-se que, embora similares, ha mais sinais de metabodlitos em D20 que
também viabilizou melhora sutil na resolucdo dos sinais. Dessa forma, a agua
deuterada foi selecionada como solvente para realizar a microextracao direta dos

compostos da carne do pirarucu.
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Figura 22. Espectros de RMN de 1H adquiridos em diferentes solventes deuterado: DMSO
(verde); CH30D (vermelho) e D20 (azul) (Autor, 2022).

A partir desses resultados, testamos ainda uma etapa de
desengorduramento da amostra - com cloroférmio P.A. - antes da extracdo com
D20. Contudo, ndo foram observadas melhoras significativas na extracéo e houve

o inconveniente do surgimento do cloroférmio residual no espectro (Figura 23).
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Figura 23. Perfil espectral na regido de 6,5 a 8,5 ppm entre duas amostras submetidas a
diferente extragdo. Em cima, amostras com extra¢cdo ndo deuterada; em baixo, amostras de
extracdo direta (Autor, 2022).
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5.3.2Influéncia do método de maceracéo

Iniciamos 0 nosso estudo utilizando o método de maceracao simples,
com almofarize pistilo. No entanto, percebemos, através dos perfis espectrais, a
falta de reprodutibilidade na extracdo, o que nos levou a melhorar o processo de
homogeneizacao utilizando nitrogénio liquido. A Figura 24 mostra a diferenca do
homogenato apdés ambos 0s processos de maceragao e evidencia a eficiéncia do
processo com Nzg. Essa etapa foi ainda mais decisiva quando se deu inicio a
analise da carne de pirarucu salgado seco. A texturada carne do pirarucu seco é
firme, gerando dificuldades na homogeneizacdo das amostras.

Figura 24. Amostra da carne de pirarucu submetido a dois processos de maceragdo: em cima,
maceracao simples; em baixo, apds a aplicagdo de nitrogénio liquido na etapa (Autor, 2022).

Os espectros de RMN de 'H obtidos a partir dos dois métodos de
maceracdo possuem perfis similares, todavia, a intensidade dos sinais foi maior
no espectro referente amaceracao com nitrogénio liquido. A figura 25 mostra uma
regido especifica no espectro de RMN de 'H no qual é possivel visualizar as
diferentes intensidades dos metabdlitos para os métodos de maceragdo. Além
disso, as analises multivariadas (discutida nas proximas secdes) mostraram

reprodutibilidade satisfatoria dos perfis espectrais obtidos com a maceracdo com
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N2y que ainda pode contribuir para a reducdo da deteccdao de compostos
indesejados (DALBOSCO, 2015).

0.6 [ref

T
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0.1

2.4 22 20 18 16 14 12 10 [ppm]

Figura 25. Perfil espectral na regido de 1,0 a 2,4 ppm entre duas amostras submetidas as
diferentes maceragfes. Em cima, amostras maceradas em N2 liquido; em baixo, amostras
maceradas de forma simples (Autor, 2022).
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5.2 Andlise do Perfil Espectral por RMN de H

ApOs investigar a metodologia do processo de extragcdo, adquiriram-se
os espectros de RMN de 'H das 40 amostras de pirarucu comerciais e das 10
amostras de pirarucu produzido. Considerando as réplicas amostrais das zonas (n
= 4) e instrumentais (n = 3), o numero total de espectros adquiridos foi igual a 288
para as amostras comerciais, enquanto para as amostras produzidas que utilizou
3 réplicas amostrais e 3 réplicas instrumentais, 0 nimero de espectros de RMN de
'H foi igual a 90, conforme esquema mostrado na Figura 26. A identificacdo dos
compostos extraidos diretamente em D20 foi feita através de experimentos de H,
mapa de correlacdes homonucleares (*H-'H) via COSY, bem como mapa de

correlagGes heteronucleares *H-13C direta (HSQC) e a longa distancia (HMBC).

EXPERIMENTO
COMERCIAL

ﬁ EXPERIMENTO

NORTE SUL N PRODUZIDO
— "

- O O 3 —h
5389 O@E—& 5549 % oia 050 5553 9840 g I

—Her O
CENTRO-SUL i [ g

O O 0 0O o 0O [ HO —t
mcﬁ%&a&m% $L85% $hob §L2L 5500 4:12

Figura 26. Esquema de aquisicdo dos dados de RMN de 1H para o experimento produzido e
comercial.

O

)

Conforme apresentado na Tabela 6, foram identificados 29 metabdlitos nas
amostras de pirarucu fresco e salgado-seco. A maioria dos metabdlitos
identificados sédo classificados como aminoacidos, acidos organicos, nucleotideos
e aminas biogénicas. Para garantir maior seguranca nha caracterizacdo dos
metabdlitos nas matrizes também foram utilizadas comparacdes com os dados
publicados na literatura cientifica e o banco de dados online Human Metabolome
Database (HMDB, http://www.hmdb.ca). A tabela 6 mostra os compostos
assinalados e discutidos para os dois experimentos e em quais experimentos

foram identificados.
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Tabela 6. Metabdlitos idetificados nos experimentos de RMN de H no experimento comercial e produzido.

Deslocamento

N° Metabdlito Quimico Multiplicidade J (Hz) Atribuigéo Exp. Comercial Exp. Produzido Referéncia
(ppm)
_ _ 0,94 (t) 7.5 OCH3 ™ 4 Mannina(2008);
1 isoleucina Shumilina (2015)
2 leucina 0.96 ® 5.9 OCH3 A A Shumilina (2015)
3 valina 0,99 (d) 7 yCH3 4] A Shumilina (2015)
1.33 (d) 6.9 BCH3 A A Mannina(2008)
4 lactato 4,11 (a)
5 alanina 1,48 (d) 7 BCH3 ] Bustaman(2022)
6 acido acético 1,92 (S) ek aCH3 A Mannina(2008)
2,15 (m) 8.9 CH2 ] Shumilina (2015)
7 glutamato 2,35 (m)
8 GABA 2,27 (t) 7 aCH2 4| ] Mannina(2008)
9 4cido succinico 2,41 (s) ok aCH3 %] M Shumilina (2015)
10 metionina 2.64 ® 6.8 S- CH2 4] A Shumilina (2015)
11 dimetilamina 2,74 (s) ko N-CH3 ™ £ Bustaman(2022)
o 2.89 (s) ke N-CH3 £ ™ Hernandez-
12 trimetilamina Bolio(2021)
13 dimetilglicina 2,92 (s) bl N-CH3 4] Wei(2016)
3,04 (s) ke N-CH3 ] Shumilina (2015)
14 creatina 3,92 (s) aCH2
3,05 (s) b N-CH3 M A Shumilina (2015)
15 creatinina 4,06 (s) aCH2




3,26 (t) 6.7 S-CH2 o | Shumilina (2015)

16 taurina 3,43 ) BCH2

18 fosfocolina 3,21 (s) ok N-CH3 o ] Wei(2016)

19

20 glicina 3,55 (s) ok aCH3 4] 4] Shumilina (2015)

4,28 (m) 4 CH2-OH | ] Shumilina (2015)
22 inosina 4,44 (m) CH-OH
6.10 (d) CH-N

_sodofumarco | 02 © | M| o0 | @ ] Mmoo

hstdna T @ P | E L E | Shmina (o)
 hpoamina | 8% O ] NoH ] E ] E ] Shmina o)




5.4.1 Perfil Metabdlico das Amostras Comerciais

Os perfis espectrais das amostras de pirarucu fresco e salgado-seco

das 4 zonas de coleta sdo comparados na Figura 27
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Figura 27. Perfil espectral das amostras de pirarucu fresco e salgado-seco coletadas em 4 zonas
distintas de Manaus (Autor, 2022).

Para facilitar a vizualizacdo, plotou-se uma figura comparando o0s
espectros representativos das matrizes de pirarucu fresco (Figura 28) e pirarucu
salgado-seco (Figura 29) juntamente com suas respectivas expansdes, dando
visibilidade para as regides/ os compostos identificados nas regides
caracteristicas de aminoéacidos e &cidos organicos (0,5 — 2,5 ppm), carboidratos

(2,5 - 4,0 ppm) e arométicos (5,0 -10 ppm).
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Pirarucu fresco

Figura 28. Perfil espectral das amostras de pirarucu fresco com as principais atribuicbes dos
metabdlitos identificados (Autor, 2022).

Pirarucu salgado-seco

—>Creatina

Creatinina|
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Figura 29. Perfil espectral das amostras de pirarucu salgado-seco com as principais atribui¢cdes
dos metabolitos identificados.
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De forma geral, os perfis espectrais entre as amostras frescas e
salgadas-secas do experimento comercial, compartilham da mesma composicéo
guimica, com diferentes intensidades dos sinais, com compostos similarmente
identificados que foram agrupados em linhas gerais em aminoacidos, acidos
organicos, nucleotideos e outros metabdlitos essenciais. A inspe¢do visual dos
espectros de pirarucu fresco e salgado-secos permitiu identificar os compostos
succinato (6 2,41), dimetilglicina (& 2,93), creatinina (& 3,04) e hipoxantina (6 8,09)
presentes apenas em amostras de pirarucu salgado-seco.

Para melhor discutir os resultados obtidos através da RMN de H,
dividiu-se os espectros em trés regides no eixo da frequéncia: baixa frequéncia (&
0,70 a 2,10) compreendendo em sua maioria 0s compostos classificados como
aminoacidos e acidos organicos; média frequéncia (& 2,20 a 4,50) onde se
encontram alguns carboidratos e amino&cidos; e alta frequéncia (6 5,0 a 10,0),

compreendendo em sua maioria 0S compostos aromaticos.
BAIXA FREQUENCIA (5 0,70 a 2,10)

A regido de baixa frequéncia no espectro de RMN de 'H, demonstrou
expressiva concentracdo de aminoacidos e acidos organicos. A Figura 30 mostra

0s principais assinalamentos dos aminoacidos e acidos organicos identificados

nas amostras produzidas de pirarucu fresco e salgado-seco, respectivamente.
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lactato {

alanina

isoleucina

leucina ’_I_‘
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acetato lactato
alanina Isoleucina, leucina e valina

—

2.1 2.0 1.9 1.8 1 1.6 1.5 1.4 13 1.2 1.1 1.0 ppm

Figura 30. Regido de baixa frequéncia do espectro de RMN de 'H com os principais
assinalamentos do A) (em cima) pirarucu fresco e B) (em baixo) pirarucu salgado-seco.

Para as amostras comerciais, foi verificado a presenca de metabdlitos
semelhantes, também identificados nas amostras produzidas. Os aminoacidos
isoleucina, leucina, valina e alanina foram identificados nos espectros de RMN de
'H da carne de pirarucu, nessa regido espectral. Esses aminoacidos estdo

majoritariamente na forma livre, e tém seus niveis alterados por meio da
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degradacgdo de proteinas que acontece logo ap0s o processo de post-mortem e
continuam durante o armazenamento e processamento dos peixes. De acordo
com Connell (1959), os musculos do peixe, em geral, possuem de 1 a 5 g de
aminoacidos livres para cada 100 g de proteinas, caracterizado por altos teores
de taurina, histidina, &cido glutamico, alanina, acidos aspartico, leucina e lisina,
bem como baixos teores de cisteina, triptofano, metionina e tirosina.

O padréo de concentracdo dos aminoacidos logo apos o processo de
post-mortem, mais que os tipos de aminoacidos que compdem as proteinas, é
conhecido como dependente da espécie. Isso se d& devido a acdo desses
aminoacidos como osmorreguladores da célula. Sendo assim, a quantidade
relativa desses aminoacidos que participam da osmorregulacdo sdo modulados
pela concentracdo de sal do habitat do peixe, ao passo que o0s demais
aminoécidos livres ndo participam (BRAMSTEDT, 1962).

As proteinas desempenham func¢@es fisioldgicas importantes, incluindo
a morregulacéo e capacidade tampéao; ademais, contribuem para o aroma e sabor
do peixe e aumento da capacidade antioxidante. De acordo com Freitas 2020, e
boa parte dos trabalhos citados por eles, o pirarucu € considerado um peixe de
classe A - escala proposta por Haard (1992) e Stansby (1963) - com baixo teor de
lipideos (<5%) a alto teor de proteinas (15-20%). O alto teor proteico do pirarucu
relacionado com a sua alimentagcdo, principalmente os selvagens, com sua
alimentacdo baseada em peixes menores, camardes e pequenos crustaceos
presentes em seu ambiente natural (FREITAS et al., 2020).

Os aminoécidos, juntamente com nucleotideos, sédo ativadores de
sabor e contribuem, portanto, para o gosto caracteristico do alimento (YANG,
2019). Por exemplo, os aminoé&cidos hidrofilicos (acido aspéartico, acido glutamico,
lisina e arginina) séo tidos como responsaveis pelo sabor salgado, azedo e umami
da carne de porco; enquanto os aminoacidos hidrofébicos (alanina, valina, leucina
prolina e fenilalanina) sdo responsaveis pelo sabor amargo e doce
(KESKA&STADNIK, 2017).

A estrutura quimica dos metabdlitos, isoleucina; leucina; valina;

alanina; e seus respectivos assinalamentos sdo mostrados na Figura 31.
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Posicio Isoleucina Posicéo Leucina
H (mult. J) 13¢ H (mult. J) 13¢
1 ~~ 1741 1 ~ 176,1
2 3,66 (d) 59,8 2 3,73 (m) 54,3
3 1,98 (m) 36,4 3 2,12 (m) 40,8
4 1,00 (d) 15,0 4 1,71 (m) 25,4
5 1,26 (q) 252 5 0,96 (t 5,9Hz) |22.4
6 093(t 7.5Hz) | 11,5 6 0,96 (t; 59Hz) |224
)
CH; O O
3 3
HsC 21 0H H3C. 2 1™~NOH
NH>
s Valina NH2
Posicao 1™ mult. J) 13¢ Alanina
1 ~ 175,0 Posicao I mult. J) | 1C
2 3,61 (d) 61,0 ]
3 2,27 (m) 20,7
2 3,77 (m) 52,2
4 0,99(d; 7.0H) | 17,3
5 1,02 (d) 18.5 3 148(d; 7.0Hz) | 17,8

Figura 31. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico de RMN *H e
13C dos metabdlitos isoleucina e leucina (em cima) valina e alanina (em baixo).

O lactato, acetato e succinato pertencentes a classe dos acidos
organicos foram identificados nessa regido. O lactato é produzido através da
guebra e oxidacdo da glicose, tendo como intermediario o piruvato. O teor de
lactato encontrado em peixes é consequéncia do estoque de glicogénio inicial -
antes da morte, do manuseio do peixe durante a pesca e procedimentos de
extracdo (BODIN, 2022). A ele também é atribuido um importante papel na
evolucdo do nivel de frescor do peixe e na formacdo de odor (BRAMSTEDT,

1962). Juntamente com a creatina, o lactato e o succinato sdo compostos que
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também se associa a promocdao/ativacdo de sabor do peixe (SCHLICHTHERLE,
1998). A medida que o processo de deterioracdo vai acontecendo ha a producéo
de acetato, succinato e etanol, o que faz dessas substancias interessantes de
serem monitoradas em alimentos (DAINTY, 1996; MC LEAN, 2008; CIAMPA,
2012). A Figura 32 mostra a estrutura quimica do lactato e acetato, bem como

seus respectivos assinalamentos.

9 O

HsC
2 1
O-
1
OH 2 3
Lactat
Posicédo H (muIE:cJa) 0 e Posicdo Acetato
] : H (mult.J) | ®C
1|
2 4,11 (q) 66,7
3 1,33 (d) 20,5 2 1,98 (s) 20,6

Figura 32. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico de RMN H e
13C dos metabdlitos lactato e acetato.

MEDIA FREQUENCIA (5 2,12 a 4,50)

A regido de média frequéncia dos espectros de RMN de 'H das
amostras comerciais (Figura 33), demostrou similaridade entre o perfil espectral
da matriz fresca e seca. O composto de aminoacido creatina e seu produto de
degradacdo creatinina foram identificados (Figura 34). A creatina esta relacionada
ao gasto de energia. A maior parte da creatina esta fosforilada em musculos de
repouso e fornece energia na forma de fosfato de alta energia para a contragao
muscular. Dessa forma, peixes expostos a estresse antes da morte possuem
menores valores de fosfocreatina e ATP do que peixes que n&o foram
estressados (ERICKSON, 1977).
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Figura 33. Regido de média frequéncia do espectro de RMN de H com os principais
assinalamentos do A) (em cima) pirarucu fresco e B) (em baixo) pirarucu salgado-seco.
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NH H

NH
N
: 2 OH
N
o 3 \CH32

CH;
2
Creatina Posica Creatinina

Posigao [ muit. ) | ¢ OSI8A% Iy (muit. J) | ¢
. [ [— X 1|
2 3,04 (s) 321 2 3,05(s) 32,1
3 3,91 (s) 51,2 3 4,06 (s) 50,3
4 | 4|

Figura 34. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico de RMN H e
13C dos metabdlitos creatina e creatinina.

A degradacgao da creatina/fosfocreatina em creatinina/fosfocreatinina,
através da ciclizacdo intramolecular (Figura 35), € favorecida por diferentes
condicOes fisico-quimicas, incluindo temperatura (CHAN, 1994). Creatina e
creatinina foram as substancias responsaveis pelo efeito do aumento do sabor do
renque seco tradicional japonés (Clupea pallasii) usado no preparo da sopa
japonesa (SHAH, 2010).

NH H,
.ﬂ N
y )L OH +/V/NH
HoN T/ﬁ( —| HOO\__

CH, oD \CH3
creatina B i
H - H,0
N NH
O\V\,\K
N\
CH;
creatinina

Figura 35. Mecanismo de reacdo do processo de degradacdo da creatina em creatinina através
da ciclizac&o intramolecular.
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Além desses, os aminoacidos dimetilglicina, taurina e glicina foram
identificadas nas duas matrizes de pirarucu, no entanto, a betaina apenas foi
encontrada na carne fresca do pirarucu. Suas estruturas e principais

assinalamentos podem ser vistos na figura 36.
4

CH, o) O
N H-N
- 1 2 \)‘J\
HiC - OH ; OH

o Dimetilglicina

Posicdo I muit.9) | mc Glicina
Posigao

1| ¢ H (mult. J) | 1C

2 3,72(s) 61,1 P D

3 2,92 s) 448

4 2,02 (s) 44.8 2 3,55 (s) 42,7
O

HzN/\/s\\

2 o)

s Taurina
Posicao ™ muit. J) | °c
1 3.43 (1) 413
2 3.26 (t) 497

Figura 36. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico de RMN H e
13C dos metabdlitos dimetilglicina e glicina (em cima) taurina (em baixo).

A amina biogénica dimetilamina (Figura 37) foi encontrada nas
amostras de pirarucu frescas e secas, nas condicbes comercializadas. A
trimetilamina (TMA) € metabdlito microbiano e pode ser usada somente como
indice de deterioracdo, ndo como um indice de frescor.

Primariamente, o desenvolvimento de TMA em alimentos do mar

dependem primariamente no teor do substrato TMAO (6xido trimetilamina) que
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entdo é reduzido para TMA por algumas espécies na flora bacteriol6gica de peixe
em deterioracdo, como Shewanella putrefaciens, Photobacterium phosforeum e
Vibrionacea. Mesmo com o interrompimento da atividade bacteriana atraveés do
congelamento, o TMAO pode continuar se degradando para formar DMA através
da enzima endégena TMAOase, como observado em gadoides (GILL, 1982);
dessa forma, a0 menos que 0 peixe esteja muito estragado antes do
congelamento, o DMA pode ser usado como marcador de congelamento desta

espécie.
H
N

H3C/ \CH3 .

1
Posici Dimetilamina
osigao
¢ H (mult. J) 13C
1 2,74 (s) 38,2
2 2,74 (s) 38,2

Figura 37. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico de RMN H e
13C da dimetilamina.

A colina e seu derivado fosfocolina também foram identificados nas
amostras de pirarucu (Figura 38). A colina e seus derivados sédo considerados
metabolitos essenciais oriundos da hidrélise de fosfolipidios. Dentro do contexto
de processos, a colina e seus derivados tém sido apontados como substancias
para avaliar condicGes de estocagem (SCANO, 2009). A colina, juntamente com a
betaina, sdo metabolizadas para gerar TMA, que por sua vez produz DMA. Do
ponto de vista fisiolégico, a betaina é importante para a funcao hepatica,
replicacdo celular e reacdes de desintoxicacdo, além de desempenhar um papel

na sintese de carnitina e proteger os rins de danos (MARTINEZ, 2005).
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CH,
3
| CHy;™ 3
1 +/
/\/ \ \
HO > CH, .
s Colina
Posigao I mutt. 9) | "C
1 4,06 (t) 50,0
T
3 3.23(s) 36.4

s

1

0
I

N P
H, c” \/\0/ ~o-

2

OH

Posigao

Fosfocolina

H (mult. J)

3¢

1

3,59 (1)
3,21 (s)

49,0
36.4

Figura 38. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico de RMN H e
13C dos metabdlitos colina e fosfocolina.

ALTA FREQUENCIA (5 5,0 a 10,0)

A regido espectral de alta frequéncia no espectro de RMN de H

mostrou inexpressiva quantidade de metabdlitos (Figura 39). Nas amostras da

carne de pirarucu analisado pelo experimento produzido, o perfil espectral da

matriz fresca e salgada seca demostrou algumas similaridades.
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Inosina, IMP

e N
formato
mpP
(o
inosina
(o
tirosina IMP
histidina A
(o irosi
tirosina fumarato
fenilalanina
u o A - o A
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inosina

inosina

hipoxantina .
r‘\ tirosina

formiato inosina

rL\ fenilalanina tirosina
hipoxantina r"\

A ')

" »

86 84 82 80 78 76 74 72 70 68 6.6 64 6.2 ppm

Figura 39. Regido de alta frequéncia do espectro de RMN de H com os principais assinalamentos
do A) (em cima) pirarucu fresco e B) (em baixo) pirarucu salgado-seco.
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Os grupos de compostos identificados nessa regido, em sua maioria
sdo aromaticos. Na classe dos aminoacidos, os metabolitos tirosina, histidina e
fenilalanina foram caracterizados pelos seus hidrogénios desblindados do anel

aromatico, com os respectivos assinalamentos descritos na figura 40.

Tirosina HN 3 NH2
Posigdo
H (mult. J) 3C Histidina
______ Posigao
1 ¢ H (mult. J) 13C
2 | - 35,8 1 | ee— | s
3 7,20 (d) 132.,4 2
4 6,90 (d) 1247
3 7,09 (s) 122,8
5 6,90 (d) 11,8
4 7,91 (s) 148.,4
6 7,20 (d) 1311

. Fenilalanina

Posigao H (mult. J) 13¢
1 | -
2 | e
3 7,33 (d) 131,2
4 7,43 (m) 132,5
5 7.39 (m) 1325
6 7.43 (m) 1325
7 7,33 (d) 132.,4

Figura 40. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico de RMN *H e
13C dos metabdlitos tirosina e histidina (em cima) fenilalanina (em baixo).

Os acidos organicos fumarato e formiato, foram identificados apenas
nas matrizes de pirarucu fresco. Suas estruturas e principais assinalamentos

podem ser visualizados na figura 41.
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. Formiato
Posigdo Fumarato POsIGa0 K (mult. ) e
H (muit. J) e 1 8.45 (s) 160,
1 6,52 (s) 132,4
2 6,52 (s) 132,4

Figura 41. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico no espectro de
RMN H e 3C dos metabdlitos fumarato e formiato.

Ainda nessa regido espectral, foram identificados os sinais referentes
aos nucleotideos inosina, inosina monofosfato (IMP) e hipoxantina (Figura 42). Os
nucleotideos sédo importantes para peixes e frutos, contribuindo para o sabor e
indice de qualidade (LOU, 2021). O ATP é o nucleotideo predominante nos
musculos de animais vivos sob condicbes normais, mas depois de mortos uma
sequéncia de reagbes enzimaticas conduz para a uma série de degradacao
sequencial do ATP em adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP),
adenosina, inosina monofosfato (IMP), inosina, hipoxantinas, xantinas, e por fim, o
acido urico (SALLAM, 2007). O ATP e seus produtos de degradacdo tém sido
relacionados com a perda do frescor em uma série de espécies de peixes através
do chamado indice K. Este € calculado a partir da soma das concentracfes da
inosina e hipoxantina dividido pela soma das concentracbes ATP, ADP, AMP,
IMP, inosina e hipoxantina. Além do indice K, a presenca do IMP vem sendo
associado com o sabor doce, fresco e umami dos peixes, enquanto a inosina e
hipoxantina com o sabor amargo em carnes (LOU, 2018; YANG, 2019). O IMP foi
apontado ter sinergia com o acido glutdmico para potencializar o gosto umami dos

alimentos.
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Figura 42. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico no espectro de
RMN H e 3C dos metabolitos inosina e hipoxantina (em cima) IMP (em baixo).

5.4.2 Perfil Metabdlico das Amostras Produzidas

A Figura 43 demostra o espectro representativo de RMN de 'H das
amostras produzidas de pirarucu fresco (PFP) e pirarucu salgado-seco (PSP).
Conforme pode ser observado, 0s espectros possuem grande quantidade de

sinais de compostos na regido de baixa frequéncia (6 0,70 a 2,10) e na regido de
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média frequéncia (& 2,20 a 4,50).

______________________________________________

1l 1 | TN |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 ppm

L. supresséo MUMJW \\ML

T T T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 ppm

Figura 43. Espectro de RMN de 'H representativo das amostras de pirarucu fresco (cima) e
salgado-seco(em baixo) do experimento produzido.
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O espectro de RMN de 'H mostra que embora tenha-se observado
similaridades entre 0s compostos presentes nas amostras comerciais e
produzidas, foi possivel observar que nas amostras frescas produzidas ocorre a
presenca de trimetilamina e metionina e na salga-seca formaldeido, compostos
nao identificados no experimento com amostras das feiras.

O assinalamento dos principais sinais dos metabolitos identificados no
espectro de RMN de H sédo visualizados na Figura 44. Os valores exatos de
deslocamento quimico e constante de acoplamentos podem ser vistas na tabela 6

citada anteriormente.

o
2
HG™ 1 OH —
43 3 1 H2C 0
NH
2 ) Formaldeido
o Metionina POSiQﬂO
Posicao H (mult. J) 13¢ H {mUIt. J} 13C
1 3,85 (1) 55,5 1 3 35 {5) _____
2 2,11 (m) 31,3 ’
3 2,64 (1) 30,2
4 2,12 (s) 15,4
1
(|:H3
/ \
H,C CHj;
1 1
Posics Trimetilamina
OSISa% 11K (mult. J) 13¢
1 2,89 (s) 47,5

Figura 44. Estrutura quimica com os respectivos valores de deslocamento quimico no espectro de
RMN 1H e 13C dos metabdlitos metionina e formaldeido (em cima) trimetilamina (em baixo).
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A metionina possui importante papel na sintese de proteinas e no
metabolismo de outros aminoacidos, além de ser muito importante no
desenvolvimento muscular do peixe. No processo de combate ao estresse
oxidativo , a metionina est4 envolvida na biosintese da glutationa, um composto
antioxidante que protege as células do estresse oxidativo.

A trimetilamina, encontrada nas amostras de pirarucu fresco e salgado
seco do experimento produzido, € uma amina biogénica produzida pela acdo de
bacterias presentes na carne do peixe logo apos o processo de abate do animal.
As bacterias do genero Pseudomonas atraves da enzima triaminase sao as
responsaveis pela reducdo do oOxido de trimetilamina em trimetilamina. Além
desse género, os estudos de Araujo (1975) relataram que as bactérias
Escherichia coli apresentam altas taxas de atividades triaminasicas as
temperaturas ambiente. Nesse sentido, a trimetilamina possui importancia na
indicacdo do indice de deterioracdo do pescado (CHUM, 2014).

O formaldeido, metabdlito descrito presente nas amostras de pirarucu
salgado-seco, € um dos subprodutos do processo de degradacdo do oOxido de
trimetilamina (TMAO) logo ap0s o inicio do periodo post mortem. A degradagéo do
TMAO produz trimetilamina, dimetilamina e formaldeido atraves da catalise
realizada pela enzima endoégena trimetilamina-N-6xido demetilase (TMAOase)
(JINADASA, 2022). A formacdo de formaldeido depende do tempo e da
temperatura de armazenamento do congelado, a preseca em altas concentracdes
resulta no endurecimento muscular (LALY, 2018).

Além desses metabolitos, os espectros de RMN de 'H das amostras
salgadas secas produzidas mostram um sinal em 1,29 ppm que se sobrepde a
sinais de algus aminoacidos importantes para a identificacdo no espectro.
Conforme pode ser visualizado na Figura 45, o sinal se sobrepode na regido de
hidrogenios alifaticos nos espectros de RMN de *H. O mesmo sinal foi observado
nas amostras de pirarucu salgado seco coletadas na zona leste da cidade de

Manaus, no experimento com amostras comerciais.
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H com a presenca de um sinal sobreposto ao dubleto do lactato
nas amostras de pirarucu salgado-seco.

O experimento com as amostras produzidas permitem identificar
mudancas no perfil espectral que s&o mais promissoras na descricdo de
compostos que podem ser relacionados ao processo de salga e secagem. Isso se
da devido ao maior controle das variaveis no experimento das amostras
produzidas em laboratério. Nele é possivel acessar o perfil quimico dos mesmos

peixes nos dois momentos do experimento: fresco e depois do processo de salga.
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5.5 Analise dos Dados Quimiométricos

Para a discriminacao entre as amostras de pirarucu fresco e seco, foi
realizada a analise por componentes principais (PCA) e analise discriminante de
minimos quadrados parciais (PLS-DA) a fim de avaliar a diferenca dos perfis
espectrais obtidos.

A intensidade dos sinais obtidos foi tabelada em matrizes contendo
todas as amostras em réplicas e 0os seus respectivos valores de deslocamento
guimico. Essa matriz de dados foi importada para o programa matematico PLS
Toobox Solo, versao 9.0 para a realizacdo das analises estatisticas.

5.5.1Etapa de Pré-processamento dos dados

Em analises de metabdlitos de matrizes complexas, uma etapa
significativamente importante é o pré-processamento dos dados, considerando
gue todas as amostras devem estar comparaveis entre si. A utilizacdo de pre-
processamento visa eliminar informacfes n&o relevantes do ponto de vista
guimico e tornar a matriz de dados melhor condicionada para a andlise,
possibilitando maior eficiéncia na exploracdo dos dados (SOUZA, 2012). Nesse
sentido, os espectros foram entdo ajustados mediante a aplicacdo de trés pre-
processamentos padrées em analises de espectros de RMN. As amostras
comerciais foram utilizadas nessa etapa do estudo.

A Figura 46 mostra os dados de RMN de !H obtidos a partir das
amostras de pirarucu fresco e seco sem a aplicagdo dos pré-processamentos. A
presenca de ruidos em espectros de ressonancia magnética nuclear pode
ocasionar em possiveis interpretacées equivocadas dos dados. Outro fator
importante em dados de RMN é a fase dos sinais dos metabdlitos, caso ndo seja
eficientemente corrigida, esta pode acarretar em divergéncias nasua intensidade,
gue podem ser confundidas com alteracbes na composicdo quimica das

amostras.
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Desta forma, a linha de base e a fase dos espectros foram ajustados
utilizando o método baseline (Automatic Weighted Squares, order 3) do software
PLS TooBox. Esse método utiliza uma abordagem automatica para determinar
guais pontos sdo mais provaveis levando em consideracdo a linha de base,
dessa forma, ocorre um ajuste da linha de base para cada espectro
determinando quais variaveis estdo acima da linha de base e quais estédo
abaixo. Nesse método também € possivel determinar a ordem do polindmio usado
para aproximar as linhas de base, para essas amostras a ordem do polindmio
usada foi 3.

sem pré-processamento

Figura 46. Matriz de dados de RMN de 1H das amostras de pirarucu comercial sem
aplicacdo de nenhum tipo de pré-tratamento dos dados, demostrando variagdes entre os
espectros.

Além da preocupacédo com a linha de base e com a fase dos espectros,
€ imprescindivel na etapa de pré-processamento o alinhamento dos sinais para
gue se obtenha melhor interpretacdo dos dados. Em andlises de RMN muitos
fatores podem influenciar na aquisicdo dos dados, entre eles pode se citar a
variacdo da temperatura e até mesmo alteracbes no pH das amostras em
aquisicdo. Tais fatores podem alterar a mudanca na posi¢cdo dos sinais dos

metabdlitos e consequentemente levar a interpretacées indevidas.

De acordo com Ebrahimi e colaboradores (2017), o sucesso das
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analises multivariadas para um conjunto de dados de RMN depende da boa
reprodutibilidade nos dados e da minima variacdo na posicdo dos sinais entre as
medi¢cdes. Para nosso conjunto de dados foi aplicado o processo de alinhamento
Variable Alignment (COW, slack=5) esse método ajusta os dados para o0
deslocamento dos eixos variaveis, através da utilizacdo do algoritmo de
alinhamento correlation optimized warping (COW) que transforma as amostras por
partes, ajustando os segmentos no processo de correlacdo. O deslocamento
méaximo (slack) que cada segmento pode ser deslocado foi definido para 5. A
Figura 47 mostra os dados espectrais em uma regido com deslocamento quimico
entre 2,2 — 4,5 ppmapos a aplicacdo do método de alinhamento e correcdo da

linha de base.

- Baseline
- Variable Alignment

Figura 47. Matriz de dados de RMN de 1H das amostras de pirarucu comerciais apos a
correcdo da linha de base e alinhamento dos sinais dos metabolitos para PCA
(expanséo 2,20-4,50 ppm).

Em dados de espectroscopia, apenas o alinhamento e a correcdo da
linha de base dos espectros de RMN muita das vezes ndo séo suficientes para
gue se obtenha uma discriminacao real das amostras. Os problemas de aquisi¢géo
referente a ndo reprodutibilidade do shimming e variacdes na concentracdo das

amostras quando comparadas as outras, tornam necessario a aplicacdo de
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transformagfes matematicas que sdo aplicadas aos dados com o objetivo de
diminuir essas variacdes sistematicas indesejadas e trazer informacdes quimicas

relevantes.

Dentre as transformagfes mateméticas, a normalizagdo € um meétodo
gue visa corrigir esses efeitos em dados de RMN, através da identificacdo de
aspectos de cadaamostra que sao essencialmente constantes de uma amostra
para a outra, dessa forma, a normalizacdo corrige a escala das variaveis com

base nessa caracteristica constante (WISE,2006).

Nesse aspecto, os espectros de RMN das amostras de pirarucu, foram
normalizados para a norma um, que determina a ordem de normalizag&o, ou seja,
a area sob cada espectro foi considerada igual a um. Além da correcdo das
variacdes indesejadas, a normalizacdo ajudou a inferir aos dados o0 mesmo valor
de impacto no modelo. A Figura 48 mostra a mesma regido descrita
anteriormente, apos a aplicacdo do método de normalizacdo em torno da norma e

area 1.

ApoOs normalizacao -

il L

Figura 48. Matriz de dados de RMN de 1H apds a correcdo da linha de base,
alinhamento e normalizacédo dos sinais dos metabolitos para PCA (expansao 2,70 -4,10
ppm).

Em alinhamento com os pré-processamento das amostras, outra etapa
de grande relevancia em analises de dados multivariados é o pré- processamento

nas variaveis. Entre os pré-processamentos mais indicados na utilizacdo de
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dados de RMN a centralizagdo em torno da média e o “escalonamento paretto”
sdo os mais utilizados em analises metabolomicas (BRERETON e colaboradores,
2017).

O método de pré-processamento centralizagdo na média € o mais
comum, através de algoritmos, o método remove um deslocamento espectral
comum de cada espectro medido, permitindo-se dar enfoque na andlise das
diferencas entre as amostras. Apos a aplicacdo da centralizagdo os valores dos
sinais se aproximam de zero em vez do valor médio dos sinais. A centralizacdo na
média é util quando ndo se quer que os ruidos interfiram negativamente na
discriminacdo das amostras. Nas andlises desses dados foram testados os dois
pré- processamentos citados anteriormente, a fim de se obter o melhor
resultado. No entanto, baseando-se nos resultados obtidos, optou-se pela
centralizacdo na meédia, uma vez que nao houve diferenca entre os dois pre-

processamentos.

A Figura 49 mostra a regiao dos hidrogénios de média frequéncia (2,70
— 4,10 ppm) ja citados anteriormente ap0s a aplicacdo do pré-processamento

sobre a variavel centralizada na média.
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Figura 49. Matriz de dados de RMN de 1H a ablicaqéo dos pré—pfocessaméntos sobre as
variaveis e sobre os dados para andlise por PCA (expansao 2,70 — 4,10 ppm).

5.5.2Analise por componentes principais (PCA) das amostras comerciais

Discriminacao entre matrizes de Pirarucu Fresco e Salgado-Seco

Para avaliar as diferencas metabdlicas entre as amostras de pirarucu
fresco e pirarucu seco realizou-se a analise por componentes principais (PCA).
PCA é uma abordagem estatistica multivariada que permite visualizar as
variacbes presentes no conjunto amostral, por meio do agrupamento das
amostras ou pela dispersao dos dados nascomponentes principais.

Para isso, inicialmente é necessario determinar a quantidade de
componentes principais (PCs) que poderdao ser usadas para a melhor
compreensdo dos dados quimiomeétricos. A Figura 50 mostra o gréfico de

variancia acumulada por numero de componentes principais.
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Figura 50. Gréfico de variancia acumulada VS numero de componentes principais para explicar
a utilizacéo de 4 PCs nesse modelo.

O gréfico demonstra um decréscimo nitido de variancia com o aumento
do numero de PCs, logo cada componente principal sucessiva vai possuir cada
vez menos informacdoa respeito dos dados. Com isso observa-se que a partir
de 4 PCs a variancia cumulativa para esse conjunto de dados diminui
consideravelmente, portanto, foi definido a utilizagdo de 4 componentes principais

para andlise dos dados de RMN de *H das amostras de pirarucu fresco e salgado.

A Figura 51 evidencia a analise por PCA realizada entre as amostras
frescas e secas de pirarucu por meio do grafico de scores selecionando-se as
componentes PC1 e PC2. As semelhancas entre as amostras podem ser vistas
através da formacdo de agrupamentos em uma regido da PC enquanto que as
discrepancias entre as amostras apresentam significativa distancia. Os dados
obtidos evidenciam uma forte tendéncia de separacdo entre as amostras de
pirarucu fresco (vermelho) das amostras de pirarucu salgado-seco (verde). A

combinacao de PC1 versus PC2 demonstra uma variancia total de 78,17% (sendo
73,27% da variancia explicada pela PC1 e 4,90% referente a PC2).
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Figura 51. Gréfico de scores da andlise por PCA de espectros de RMN de 1H das amostras
de pirarucu fresco e salgado seco, em PC1 e PC2.

A combinagédo de PC1 versus PC3 demonstra uma variancia total de
77,22% (sendo73,27% da variancia explicada pela PC1 e 3,95% referente a PC3).
(Figura 52)
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Figura 52. Gréfico de scores da andlise por PCA de espectros de RMN de 1H das amostras de
pirarucu fresco e salgado seco, em PC1 e PC3.
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Por fim, a combinagdo de PC1 versus PC4 demonstra uma variancia
total de 76,05% (sendo 73,27% da variancia explicada pela PCl1 e 2,78%
referente a PC4). (Figura 53)
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Figura 53. Gréfico de scores da analise por PCA de espectros de RMN de 1H das amostras de
pirarucu fresco e salgado seco, em PC1 e PC3.

As combinacdes entre as componentes principais mostraram o mesmo
comportamento na distincdo entre as amostras de pirarucu fresco e pirarucu
salgado-seco. Todos os graficos de combinacdo entre as PCs demonstraram
maior contribuicdo de PC1 na separagdo entre as matrizes de pirarucu. As
amostras de pirarucu fresco, representado pela cor verde no grafico, agruparam
se de acordo com as suas semelhancas em eixo positivo de PC1. Enquanto que

as amostras de pirarucu salgado-seco agruparam-se emeixo negativo de PC1.

No entanto, como ndo houve distingdo nos scores com a combinacgao
entre as PCs, optou-se pela utilizacdo da combinacéo entre PC1 vs PC2 para a
discussdo desse trabalho, pois se obteve a maior variancia explicada (78,17%).
(Figura 54)
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Figura 54. Gréfico de scores de PC1 vs PC2 dos espectros de RMN de 1H das amostras de
pirarucu fresco e salgado-seco com amostras andmalas.

A combinacdo entre PC1 e PC2 revela a presenca de um grupo de
amostras fora do limite de confianca na matriz de pirarucu salgado-seco coletados
na zona leste de Manaus, conforme pode ser visto na Figura 54, logo se utilizou
os espectros de RMN de 'H das respectivas amostras para andlise de possiveis
erros de aquisicao dos espectros, a fim de classifica-las como outliers ou néo. Os
parametros de aquisicdo para 0s espectros em questdo, ndo havia divergéncias
das demais amostras de pirarucu salgado-seco. No entanto, verificou-se a
presenca de um sinal caracteristico de hidrogénio metilico (& 1,29) na regido de
hidrogénios alifaticos (& 0,7 a 2,5) que se sobrepds ao sinal do lactato (& 1,32),
conforme pode ser visto na Figura 55, que mostra a comparacdo do perfil
guimico, numa extensdo de & 0,7 a 2,0 entre as amostras de zona leste e as

demais zonas de coleta.
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Figura 55. Comparacéo entre os espectros de RMN de 1H das amostras de pirarucu salgado-
seco coletado na zona leste e demais zonas de Manaus mostrando a diferenca no perfil
guimico.

A analise do grafico de scores de PC1 vs PC2 mostra a distin¢cao entre
as amostras de pirarucu fresco e salgado-seco de maneira bem clara. Ao
observar o gréfico de loadings das amostras, é possivel compreender quais 0s

metabolitos responsaveis pela separacao entre as matrizes de pirarucu.

O grafico de loadings indica quais 0s compostos sao responsaveis pela
variancia entre as duas matrizes. A Figura 56 mostra as variaveis responsaveis
pelo agrupamento e diferenciacdo dos dados. De acordo com o gréfico de
loadings, as amostras localizadas em eixo positivo de PC1 compreendem as
amostras de pirarucu fresco, sendo agrupadas pela presenca dos compostos:
creatina (3,04 ppm; 3,93 ppm), acido lactico (1,33 ppm; 4,11 ppm), taurina (3,43
ppm), betaina (3,26 ppm) e glicina (3,55 ppm). Para as amostras de pirarucu
salgado-seco, agrupadas em eixo negativo de PC1l as amostras apresentam
similaridade pela presenca dos compostos: acido acético (1,92 ppm), acido

succinico (2,41 ppm), N,N-dimetilglicina (2,93 ppm) e creatinina (3,05 ppm — 4,06
ppm).
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salgado-seco.



Influéncia da regido espectral na discriminacdo entre as matrizes

Com o intuito de verificar a influéncia de cada regido espectral na
separacao das amostras de pirarucu, as matrizes de dados foram organizadas por
valores de deslocamentoquimico. Dessa maneira, foram construidas trés matrizes
de dados que estavam relacionadas a cada regido no espectro de RMN de 'H que
foram denominadas, matriz da regido de baixa frequéncia contemplando a regiao
de 0,70 a 2,10 ppm; matriz da regido de média frequéncia contemplando a regido

de 2,20 a 4,50 ppm e regido de alta frequéncia com regido de 6,10 a 8,50 ppm.

REGIAO DE BAIXA FREQUENCIA (50,70 — 2,10)

A Figura 57 evidencia a analise por componentes principais das
amostras de pirarucu frescas e salgadas-secas, contemplando apenas a regido
de hidrogénios alifaticos. Através das componentes principais obtém-se a
separacado de dois grupos amostrais com contribuicio de PC1 (80,41%), as
amostras de pirarucu fresco tendem a se agrupar em eixos positivos de PC1,
porém, as amostras de pirarucu salgado-seco, agrupam-se em valores negativos

de PC1, com menor distancia entre elas.
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Figura 57. Gréafico de scores da andlise por PCA de espectros de RMN de 'H das amostras de
pirarucu fresco e salgado seco, considerando a regiao de baixa frequéncia.
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Como mostra o grafico de loadings (Figura 58), os resultados
observados séo similares ao discutidos anteriormente, sendo o lactato (6 1,33) e
acido acético (6 1,92) os responsaveis pela separacdo entre o conjunto de dados.
As amostras de pirarucu fresco se agrupam em eixo positivo de PC1 pela
intensidade alta do sinal do lactato na sua matriz e as amostras de pirarucu
salgado-seco se agrupam em eixo negativo de PC1 pela presenca do sinal com

alta intensidade do composto acido acético.
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Figura 58. Grafico de influéncias da analise por PCA de espectros de RMN de 1H das amostras
de pirarucu fresco e salgado seco, considerando a regido de baixa frequéncia com os metabolitos
responsaveis pela discriminacao entre as amostras.
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O grafico de scores das amostras de pirarucu fresco e salgado-seco
para regido de baixa frequéncia mostram alta variabilidade das amostras de
matriz fresca, o comportamento dessas amostras pode esta relacionado a
variagdo da quantidade de lactato na carne desse pescado. O lactato € um dos
compostos que é produzido apo6s a morte do peixe, resultado do processo de
abate do animal, logo pode se esperar maior variabilidade entre as zonas de
Manaus, uma vez que nao ha o controle no processo de transporte do peixe entre
os variados bairros, resultando em diferentes quantidades do acido orgénico nas

amostras.

REGIAO DE MEDIA FREQUENCIA (5 2,20 - 4,50)

A andlise exploratoria por PCA dos conjuntos de dados do espectro de
RMN de H discriminou por PC1(63,50%), as amostras em duas classes, idénticas
aguelas obtidas nas matrizes de baixa frequéncia. Em valores de PC1 positivos
as amostras de pirarucu fresco apresentaram-se mais agrupadas sobre as
componentes, igualmente nas amostras de pirarucu sagado-seco em eixos
negativos de PC1. Além disso, as amostras de pirarucu salgado-seco coletados
na zona centro-sul de Manaus demonstraram uma tendéncia de separacao de

amostras das demais zonas de coleta por PC2 (Figura 59).

0.02 ¢  PIRARUCU FRESCO
B PIRARUCU SECO

A PS Centro Sul

0.015

0.01

0.005

o
1
1
1
1
1
1
1
1
1

-0.005

S
o
=

Scores on PC 2 (6.88%)

-0.015
0.02f= —

-0.025 = -1

PSCS!
I

| | | | | 1 |

-0.06 -0.04 -0.02 0 0.02 0.04 0.06
Scores on PC 1 (63.50%)

Figura 59. Grafico de scores da analise por PCA de espectros de RMN de 'H das amostras de
pirarucu fresco e salgado seco, considerando a regido de média frequéncia.
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A anadlise do grafico de influéncia (Figura 60) revelou que as amostras
de pirarucu fresco e pirarucu salgado-seco, diferem-se entre si pela presenca de
alguns metabdlitos exclusivos para cada matriz. As amostras de pirarucu fresco
foram agrupadas pela presenca dos compostos creatina (& 3,04-3,39), fosfocolina
(6 3,23), taurina (o 3,26- 3,43), glicina (6 3,55) e lactato (6 4,10).

| I | I | || 0 | I |
05 . 3,04 -
| HZNWN\A o
: NH * Creatina
2
(7] S i
|
: 393 \ /+ (”)
: AN R-oH
0 | S fosfocolina OH -
' g
- | ™Y
°;° 0.2 | "|O \(\) NH2 n
u,‘ 9 in4
:“’; | & H2N OH taurina \N 0
b3y | glicina 343 ‘
g 0 . OH -
| dimetilglicina
|
U - - - -
| T
| 406 376 37 30 /2'”
01 | HSC OH N creatinina a
I s.ns)i D=NH
NH, |
! alanina 0 H
02k | |
| | | | | | | | |
0

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Variable

Figura 60. Grafico de influéncias da analise por PCA de espectros de RMN de 1H das amostras
de pirarucu fresco e salgado seco, considerando a regido de média frequéncia os com os
metabolitos responsaveis pela discriminacdo entre as amostras.

Para as amostras de pirarucu salgado-seco, o grafico de influéncias
revelou que os sinais dos metabdlitos responsaveis pela similaridade desse
conjunto amostral sdo os compostos, dimetilglicina (6 2,93), creatinina (5 3,05) e
alanina (6 3,76).

A fim de justificar a causa do comportamento das amostras de pirarucu
salgado- seco da zona centro sul, foi verificado o grafico de loadings em PC2. As
amostras de pirarucu salgado-seco da zona centro sul se agruparam em eixo
negativo de PC2, e sdo agrupadas por causa do composto creatinina (& 3,05),

conforme pode ser visto na Figura 61.
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Figura 61. Grafico de influéncias da analise de PC2 de espectros de RMN de 1H das amostras de
pirarucu fresco e salgado seco, considerando a regido de média frequéncia os com os metabolitos

responsaveis pela discriminacéo entre as amostras.

Através da andlise visual dos espectros de RMN de 'H é possivel
verificar a diferenca espectral entre as amostras de pirarucu salgado-seco
coletado na zona centro-sul das demais zonas de coleta. As amostras de pirarucu
salgado-seco coletadas na zona centro-sul ndo possuem o sinal de hidrogénio da
creatinina (6 3,05) tao intenso como nas demais zonas de coleta, o que fez com
que essas amostras se aproximassem do eixo positivo de PC1 onde se agrupam

as amostras de pirarucu fresco. (Figura 62)
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Figura 62. Comparacao entre os espectros de RMN de 1H das amostras de pirarucu salgado-seco
coletados na zona centro-sul com as demais zonas de coleta, demonstrando a auséncia da

creatinina.

76



REGIAO DE ALTA FREQUENCIA (5 6,10 — 8,90)

Para verificagcdo da influéncia da regido de alta frequéncia na
separacao entre as amostras de pirarucu fresco e salgado seco, plotou-se o
gréfico de scores de PC1 vs PC2. Aseparacgdo entre as matrizes de pirarucu foi a
mesma observada para as outras regides espectrais. A PC1 foi responsavel pela
separacdo entre as amostras com variancia acumulada de 65,26%, conforme

pode ser visto na figura 63.
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Figura 63. Grafico de scores da analise por PCA de espectros de RMN de 1H das amostras de
pirarucu fresco e salgado seco, considerando a regido de alta frequéncia.
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O grafico de scores de PC1l vs PC2, mostra uma dispersao das
amostras de pirarucufresco em eixo positivo de PC1, e menor discrepancia entre
as amostras de pirarucu salgado seco em eixo negativo de PC1. No entanto,
algumas amostras apresentaram comportamento an6malo as demais. As
primeiras amostras de pirarucu salgado-seco coletadas nas zonas centro-sul e
sul, respectivamente, agruparam-se distante das demais amostras, além disso,
observa-se que as amostras de pirarucu fresco coletadas na zona centro-sul de
Manaus, agruparam-se em eixo negativo de PC1, ou seja, possuem maior
similaridade com as amostras de matriz salgada — seca.

O grafico de loadings foi utilizado para verificar quais os metabolitos
responsaveis por essa separacao entre as matrizes de pirarucu fresco e salgado-
seco. Conforme mostra a figura 64, o0s metabolitos responsaveis pelo
agrupamento entre as amostras de pirarucu fresco foram, inosina (& 6,10; 8,23;
8,33), IMP (& 6,15; 8,55), acido fumarico (6 6,52) e histidina (& 7,09).
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Figura 64. Grafico de influéncias da andlise por PCA de espectros de RMN de 1H das amostras
de pirarucu fresco e salgado seco, considerando a regido de alta frequéncia os com os metabolitos
responsaveis pela discriminacéo entre as amostras.
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similaridade dessa matriz, s&o os compostos, tirosina (6 6,90 — 7,20); fenilalanina
(6 7,33) e hipoxantina (6 8,21).

Enquanto que as amostras, PSCS: e PFCS:2 que apresentaram
comportamento anémalo as demais amostras de suas matrizes, nao foi possivel
identificar na inspersdo visual dos espectros de RMN de 'H os motivos para

justificar o comportamento no grafico de scores.

5.5.3 Analise por componentes principais (PCA) das amostras

produzidas

Os dados espectrais das amostras produzidas em laboratério também
foram submetidas as andlises quimométricas. O intuito era verificar se a PCA
desse conjunto de dados levaria a uma diferenciagcdo dos grupos amostrais e se
0S compostos responsaveis pela separacdo eram compativeis com aqueles
encontrados nas amostras comerciais. As analises de compoenentes principais
destas amostras foram realizadas utilizando os mesmos parametros aplicados as
amostras comerciais.

Conforme ja citado, antes de realizar o método de componentes
principais, € necessario definir a quantidade de componentes principais (PCs)
necessaria para a melhor compreensdo dos dados, uma vez que a andlise da
variancia capturada € uma ferramenta fundamental para a avaliacdo da qualidade
das representacdes graficas do conjunto de dados (JOLLIFFEE, 2016). A Figura
65 mostra o grafico de variancia capturada em funcdo do numero de

componentes principais para esse modelo.
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Figura 65. Gréfico de correlacdo entre a quantidade de PCs para o modelo e a variancia
capturada no experimento produzido.

De acordo com o grafico obtido, as combinacdes entre PC1 vs PC2
foram suficientemente responsaveis para visualizacdo das diferencas e
similaridades entre as amostras de pirarucu fresco e salgado seco.

A Figura 66 mostra a combinacédo entre PC1 vs PC2 das amostras de
pirarucu fresco e salgado-seco produzidos. As similaridades e diferencas entre as
amostras no grafico de scores foram as mesmas observadas no experimento com
amostras comerciais. As amostras de pirarucu fresco agruparam-se no eixo
positivo de PC1, enquanto as amostras de pirarucu salgado-seco agruparam se
no eixo negativo de PC1. A combinagao entre as duas primeiras PCs resultou em
uma variancia acumulada de 79,40 %com PC1 contribuindo com 68,57% e PC2

contribuiu com 10,83% da variancia total explicada .
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Figura 66. Grafico de scores (PC1 vs PC2) das amostras de pirarucu fresco e salgado seco de
pirarucu no experimento produzido.

O grafico de scores das amostras produzidas demonstrou menor
dispersdo entre os grupos amostrais comparado aos resultados das amostras
comerciais. As amostras de pirarucu fresco (vermelho) ficaram mais agrupadas
entre as diferentes replicatas, o que indica menor variabilidade intragrupo dos
compostos responsaveis por esse agrupamento. A mesma informacgao é possivel
de ser avaliada nas amostras de pirarucu salgado-seco (verde) que nédo se
mostram dispersas entre as replicatas amostrais.

Pela analise do grafico de loadings foi possivel determinar os
compostos responsaveis pela separacéo entre esses grupos amostrais. A Figura
67 mostra o grafico de loadings das amostras produzidas, mostrando que 0s
compostos lactato, creatina, taurina e inosina sdo responsaveis pelo agrupamento
das amostras de pirarucu fresco, enquanto os compostos isoleucina, leucina,
succinato, creatinina, trimetilamina e hipoxantina sdo o0s responsaveis pelo

agrupamento das amostras de pirarucu salgado-seco.
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Figura 67. Grafico de loadings de PC1 das amostras de pirarucu fresco e salgado seco
produzido.

5.5.4 Métodos de Classificacdo Supervisionada das Amostras

Comerciais

O método de calibragdo multivariada PLS-DA (Partial Least Square —
Discriminant Analysis) € um método versatil que permite construir modelos de
predicdo e descritivo, bem como viabiliza a sele¢do de variavel discriminativa
(LEE, 2013). Uma vez que a diferenca entre amostras frescas e salgadas sdo
visiveis — aparéncia, cor, textura, entre outros atributos — o uso da PLS-DA para
predizer o tipo de amostra seria redundante. Sendo assim, o objetivo da PLS-DA
neste trabalho esta relacionado com o estudo das variaveis que leve a selecdo de
compostos com potencial para serem utilizados como marcadores do processo de
salga e/ou qualidade do produto curado.

Os compostos que foram responsaveis na discriminacdo dos grupos
amostrais na PCA foram selecionados para as andlises de PLS-DA, sdo eles:
alanina, acido acético, succinato, dimetilamina, creatina, colina, taurina, glicina,
lactato, inosina, formato e hipoxantina. Para cada metabdlito foi selecionado um
sinal no espectro de RMN de hidrogénio e a intensidade do sinal foi calculada

com o auxilio da ferramenta de multi integragdo do software AMIX. Ao final
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obteve-se uma nova matriz de dados com os valores de integragao para todos os
sinais, e esta foi submetida a analise por PLS-DA.

A Figura 68 mostra o grafico de scores obtido no método de PLS-DA
para as amostras comerciais de pirarucu fresco e salgado seco. O gréfico de
scores demonstra uma separacdo entre o conjunto de dados, onde as amostras
de pirarucu fresco agruparam-se em eixo negativo da componente 1 e as
amostras de pirarucu salgado-seco agruparam-se em eixos positivos da
componente 1 que explica 55,1% da variancia dos resultados contra 20,4% da
componente 2. A primeira componente €, portanto, responsavel pela separacao
dos grupos. O grafico de scores também mostrou a sobreposicdo de algumas
amostras, 0 que pode indicar que tais amostras, embora sejam de matrizes
diferentes, possuem caracteristicas quimicas similares e ndo podem ser
claramente discriminadas, ou ainda, que as varidveis utilizadas ndo possuem

peso suficiente para separar as amostras sobrepostas.
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Figura 68. Grafico de scores do método de PLS-DA das amostras de pirarucu frescas e
salgadas-secas comerciais.
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Através da analise do gréfico de loadings (Figura 69) verificou-se que
0s metabdlitos, inosina e creatina, sdo as Vvariaveis responsaveis pelo
agrupamento das amostras de pirarucu fresco enquanto os metabdlitos, lactato,
glicina, colina, dimetilamina, formato, alanina, hipoxantina, succinato e aceto

foram os responsaveis pelo agrupamento das amostras de pirarucu salgado-seco.
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Figura 69. Grafico de loadings do método de PLS-DA das amostras frescas e salgadas secas
comerciais com os metabdlitos discriminantes.

Um dos desafios da aplicagdo da PLS-DA € estimar a qualidade do
modelo obtido e, portanto, as reais diferencas entre as classes. O MetaboAnalyst
disponibiliza, através do método de validacdo cruzada, o diagnostico estatistico
através dos valores de acuracia, Q? e R? (XIA, 2009). Tais valores sdo mostrados
na tabela 7 para um modelo com trés componentes. A estatistica Q? indica a
capacidade preditiva do modelo e é calculada a partir da avaliacdo do erro entre a

variavel prevista e a variavel conhecida. O erro de predicdo € somada em todas
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as amostras (PRESS) e esta relacionada a soma total dos quadrados (TSS).

Assim a estatisica Q2 é calculada pela seguinte relacéo:

PRESS
TSS

Valores de Q? positivos e maior que 0,3 sdo aceitos na literatura. Para

Q2=1-

o0 modelo com as trés primeiras componentes o valor de Q? é de 0,79, mostrando

uma expressiva capacidade preditiva.

Tabela 7. Valores de acuracia, R2 e Q2 obtidos na validacao cruzada do modelo PLS-
DA em relacédo a quantidade de PCs utilizadas.

Medida | 1° componente | 2° componente | 3° componente
Accuray 0,91026 0,97215 0,97215

R? 0,61933 0,75905 0,79744

Q? 0,61405 0,75162 0,78826

A estatistica R? por sua vez, indica a capacidade do modelo de
explicar os dados e prevé novas observacdes, sendo calculada através da
comparacao entre a variagao total com a variacdo explicada. Para isso, faz-se
necessario determinar a soma de quadrado total (SST) que representa a variagao
total dos dados, e por fim determinar a soma dos quadrados da regressao (SSR)
que representa a variacdo explicada do modelo. A estatistica R? pode ser
determinada pela seguinte relacao:

SSR

R2 = —
SST

Os valores da estatistica R? para o modelo com 3 componentes foi
0,79. No entanto, o mais importante é observar que os valores de R? estdo na
mesma magnitude dos valores de Q2 para todos os modelos calculados,
mostrando que nenhum deles esta superajustado (overfitting). Por fim, o
diagndstico da acuracia que se mostrou maior que 90% nos modelos calculados.

A acuracia é calculada a partir da andlise da propor¢cdo de amostras

classificadas corretamente em relagdo ao numero total de amostras. Em outras
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palavras, a acuracia mede a porcentagem de amostras classficadas em suas
respectivas classes. Dessa forma, podemos concluir que o modelo proposto

possui significativa capacidade de predicdo e explicacdo dos dados (Figura 70).
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Figura 70. Grafico da perfomance do modelo PLS-DA comparandos os valores de acuracia, R2 e
Q2 em relagao ao numero de componentes para o experimento comercial.

Embora as estatisticas apresentadas correspondem a um diagndéstico
satisfatorio do modelo, tais valores podem terem sido obtidos ao acaso, devido a
natureza do conjunto amostral. Ou seja, ndo se sabe quais desses valores do
diagnéstico estatistico corresponde realmente auma boa discriminacdo dos
grupos (SZYMAN'SKA, 2012). Para resolver essa questéo, foi realizado o teste
de permutacdo que assume que nao ha diferenca entre dois grupos que séo
formados randomicamente. Ou seja, a classificacdo das amostras € permutada
randomicamente e um novo modelo de classificacdo é calculado. Nos nossos
experimentos, a estatistica escolhida para monitorar a qualidade do modelo no
teste de permutacgéo foi Q2 (BARBERINI, 2016).

De acordo com Westerhuis (2008), os valores de permutacao indicam
uma medida de probabilidade, de quao improvavel € obter a estatistica de teste
observada nos resultados sob uma hipétese nula. Pelo valor de p obtido (p < 0,05)

para esse modelo (Figura 71), entende-se que a estatistica de teste é improvavel
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de ser obtida por um acaso, 0 que se sugere evidencias estatisticas a favor da

hipotese alternativa, ou seja, os dados obtidos sao significativos.
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50
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| T T T 1
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Permutation test statistics

Figura 71. Teste de permutacdo do modelo de PLS-DA em relacdo a frequéncia para o
experimento comercial.

Com o método devidamente validado, pode-se utilizar o VIP score
(variance importance for projection score) como parametro para selecionar as
variaveis com maiores chances de serem utilizadas como marcadores quimicos
do processo. O VIP score mede o poder explicativo das variaveis de preditoras
com relacdo a variavel resposta. Em outras palavras, VIP score pode ser usado
para calcular o grau de contribuicdo de cada informacao utilizada na construcao
do modelo para avaliar a importancia de uma Unica variavel independente para
explicar a variavel dependente (ZHENG, 2023). Valores de VIP score maior que
um € geralmente utilizado para selecionar variaveis (AKARACHANTACHOTE,
2014).

A Figura 72 abaixo, mostra o grafico de VIP Scores dos metabdlitos
descritos no modelo PLS-DA. Baseando-se em valores acima de 1, os
metabolitos succinato, creatinina, acetato, alanina, dimetilamina e hipoxantina -
gue foram relacionadas as amostras de pirarucu salgado-seco no gréafico de
loadings da PLS-DA - e a creatinina — que foi responsavel pela discriminacéo das
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amostras frescas, podem ser selecionadas como possiveis marcadores quimicos.

succinato
creatinina
acetato
alanina
dma
creatina
hipoxantina
colina
formato
glicina @
inosina @
lactato @

taurina @

High

Low

0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 14

VIP scores

Figura 72. Gréfico de VipScores para os metabolitos visualizados no modelo PLS-DA das
amostras comerciais.

5.5.5 Métodos de Classificacdo Supervisionada das Amostras
Produzidas

Os metabdlitos discrimantes visualizados no grafico de loadings da
PCA, foram selecionados para avaliagdo no método de PLS-DA. O método para
selecdo da intensidade foi o mesmo utilizado nas amostras de pirarucu
comerciais, gerando uma matriz com os valores de integracdo de todos os sinais
dos metabolitos selecionados. Ao total foram selecionados 10 metabdlitos
verificados no experimento com amostras de pirarucu produzido, a saber, lactato;
acetato; succinato; trimetilamina; creatina; fosfocolina; taurina; glicina; inosina e

creatinina.
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A Figura 73 mostra o grafico de scores das amostras de pirarucu fresco
e salgado-seco para o experimento produzido. Na visualizacdo do gréfico, pode
ser verificado que as amostras das duas matrizes se separam entre o conjunto de
dados, as amostras de pirarucu fresco agruparam-se em eixo negativo da
componente 1 e as amostras de pirarucu salgado-seco agruparam-se em eixos

positivo da componente 1 que explica 52,2% da variancia dos resultados contra
25,1% da componente 2.
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Figura 73. Gréafico de scores do método de PLS-DA das amostras de pirarucu frescas e
salgadas-secas produzidas.

A andlise do gréafico de loadings (Figura 74) para esse conjunto de
dados demostram que os compostos lactato, fosfocolina, glicina, creatina, taurina,
acetato e inosina sdo o0s metabdlitos responsaveis pelo agrupamento das
amostras de pirarucu fresco no eixo negativo de PC1. No entanto, para as
amostras de pirarucu salgado-seco verifica-se que os metabdlitos trimetilamina,

succinato e creatinina foram responsaveis pelo agrupamento em eixo positivo de
PC1.
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Figura 74. Gréfico de loadings do método de PLS-DA das amostras frescas e salgadas secas
produzidas com os metabdlitos discriminantes.

As andlises dos gréaficos de scores revelam signficativa separacao
entre os grupos de amostras de pirarucu produzido, ou seja, sem a sobreposicao
de amostras ao longo das componentes. Nesse sentido, verifica-se que as
variaveis utilizadas possuem peso suficiente para separar 0s grupos.

No processo de estimacédo da qualidade desse modelo obtido, utilizou-
se 0 método de validacdo cruzada, observando-se os valores de Q? e R2 Os
valores para o modelo do experimento produzido pode visto na Tabela 8. De
acordo com os valores obtidos de Q? podemos compreender que esse modelo
para as amostras de pirarucu produzidas possuem boa capacidade de predi¢cdo

(Q? > 0,3) para as 3 primeiras PCs.
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Tabela 8. Valores de acuracia, R2 e Q2 obtidos na validacdo cruzada do modelo PLS-
DA do experimento produzido em relagéo a quantidade de PCs utilizadas.

Medida | 1° componente | 2° componente | 3° componente
Accuracy 1.0 1.0 1.0
R2 0.85984 0.94722 0.96802
Q2 0.85401 0.9439 0.96497

Os valores de R? para esse modelo, tambem mostraram significativa
capacidade explicativa. Através desses dados, podemos verificar que o modelo
em questdo é capaz de explicar a variacdo na resposta observada, de forma
significativamente precisa. Para as trés primeiras PCs o valor obtido foi de 0,96.
Através da figura 75 pode-se verificar a comparacéo entre os valores de Q? e R?
para o modelo utilizado nesse experimento. Podemos verificar que os valores
estdo aproximados, logo, esse modelo possui capacidade de prever com precisdo

os resultados observados.

O Accuracy
0O R2
0O Q2

0.8

0.6
|

Performance

0.0
L

1 2 3

Number of components

Figura 75. Gréfico da perfomance do modelo PLS-DA comparandos os valores de acuracia, R2 e
Q2 em relacdo ao nimero de componentes para o experimento produzido.

Para a verificagdo se os resultados obtidos pelo modelo realmente n&o
foram ao acaso, utilizou-se o teste de permutacdo. Nesse teste os rétulos dos

grupos sao permutados de forma aleatéria entre as amostras, a fim de se obter
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um conjunto de amostras com roétulos de grupos aleatérios. A avaliagdo da
significancia estatistica do modelo de classificacdo original € comparada com a
distribuicdo dos modelos permutados. Os modelos que possuirem o valor de p
menores que o nivel de significancia definida, sdo considerados estatisticamente
significativos (BIJLSMA, 2006). Nesse sentido, podemos verificar que o valor de p
para esse modelo (p<0,05) esta abaixo da significancia, logo, possui capacidade

de discriminar as amostras de forma significativa (Figura 76).
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Figura 76. Teste de permutacdo do modelo de PLS-DA em relacdo a frequéncia para o
experimento produzido.

A selecdo das variaveis com maior significancia e que podem ser
usadas como potenciais biomarcadores foi realizada através da analise dos
valores de VIPScores, o método descreve uma estimativa quantitativa do poder
discriminatorio de cada variavel individual (CHO, 2008). Das 10 variaveis usadas
na composicdo desse modelo, apenas 6 variaveis mostraram significativa
importancia.

De acordo com os valores de VIPScores (Figura 77) obtidos para os
metabolitos utilizados nesse modelo, apenas glicina, creatina, taurina e acetato
sao mostrados como significativamente importantes para o0 agrupamento das

amostras de pirarucu fresco. No entanto, para as amostras de pirarucu salgado-
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seco € visualizado que apenas a creatinina pode ser considerados

biomarcadores para esse grupo amostral.
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5.6 Quantificacdo dos metabolitos discriminantes por RMNq

Os metabdlitos descritos nos modelos de classificacdo (PLS-DA) das
amostras comerciais e produzidas com valores de VIP score maior que um foram
guantificados nos espectros quantitativos de RMN. O shimming e a calibracéo do
pulso foi realizado de forma a tornar a aquisicdo especialmente quantitativa. O
sinal do &cido 3-(trimetilsilil)propiénico (tmsp-ds) foi utilizado como padréo interno,
fornecendo uma referéncia de concentracdo identificAvel isolada de éreas
congestionadas por sinais (CROOK, 2020).

A fim de evitar problemas como a sobreposicdao dos sinais dos
metabdlitos, utilizou-se sinais mais simples e distantes de outros sinais no
espectro de RMN de 'H, uma vez que o sinal usado para quantificacdo deve ser
claramente separado de todos os outros sinais e deve ser atribuido de forma
inequivoca a um atomo da substéncia a ser quantificada (HOLZGRABE, 2010).

Dessa maneira, os metabdlitos foram quantificados e comparados entre
suas matrizes fresca e salgada-seca para 0 experimento comercial e produzido.
Os metabdlitos quantificados foram acetato, creatina, taurina, creatinina, glicina,
hipoxantina, dimetilamina, alanina e succinato e seus teores podem visualizados
na Tabela 9 que mostra a concentracdo molar do metabdlito em relacdo a massa
de peixe pesada inicialmente no processo de extragcao para o experimento com

amostras produzidas.
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abela 9. Quantificacdo dos metabdlitos mais importantes para a discrmina¢éo das amostras de pirarucu fresco e salgado-seco expressos em mMol /
-1
g

Amostra] acetato \ creatina \ glicina \ taurina \ succinato \ creatinina ]dimetilamina]alanina\ hipoxantina

\ EXPERIMENTO PRODUZIDO
PFP1 207.9%+18.2 63.7+6.4 56%x0.7 684+7.0 15%0.3 N/D N/D N/D N/D
PFP2 198.0+55 628+22 51+05 623+20 06x0.2 N/D N/D N/D N/D
PFP3 1652+174 551+36 39+04 629+40 0403 N/D N/D N/D N/D
PFP4 183.9+30.3 58.1+6.0 48+05 595+7.0 0.7+0.1 N/D N/D N/D N/D
PFP5 155.9+227 46.3+40 29+04 653+6.2 0.6+0.3 N/D N/D N/D N/D
Média 182.18 57.20 4.46 63.68 0.76
PSP1 26+046 256+6.1 23+0.7 23665 12+01 30zx11 N/D N/D N/D
PSP2 54+11 655+103 59+0.7 625+9.1 32+x06 101x21 N/D N/D N/D
PSP3 55+0.18 693+7.2 47+x03 83.0+x120 20+x04 8825 N/D N/D N/D
PSP4 72+087 936+104 6.7+1.1 946+89 3.1+x08 132x15 N/D N/D N/D
PSP5 76+39 676+31.1 42+1.7 857+372 43+18 10.0+3.7 N/D N/D N/D
Média 5.66 64.32 4.76 69.88 2.76 9.02

Legenda: valores sdo médias das replicatas + desvio padrao; ND (ndo encontrado)



Para as amostras de pirarucu fresco e salgado-seco no experimento
com amostras produzidas pode se observar a variacdo da concentracdo molar
para alguns metabolitos para cada grupo de amostra em questdo. O metabdlito
acetato, possui maior concentracdo, variando de 155 a 207 (mMol/g) nas
amostras frescas de pirarucu enguanto que o metabolito succinato possuem
maior concentracdo nas amostras de pirarucu salgado-seco, com variagao de 1,2
a 4,3 (mMol/g) de carne. Os outros compostos quimicos aumentaram a sua
concentracdo nas amostras de pirarucu salgado-seco em comparagdo com as
amostras frescas de pirarucu.

Para as amostras de pirarucu comerciais, € possivel observar que
ocorre mudanca nas concentracdes entre as matrizes de pirarucu fresco em
relacdo as amostras de pirarucu salgado-seco. Os metabdlitos creatina e taurina
apresentaram altas concentragbes nas amostras de pirarucu fresco, no entanto,
suas concentracdes aumentam consideravelmente na carne de pirarucu salgado-
seco. (Tabela 10).
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Tabela 10. Quantificacdo dos metabdlitos mais importantes para a discrminacdo das amostras de pirarucu fresco e salgado-seco
expressos em mMol / g-1 do experimento comercial.

‘ acetato creatina glicina taurina succinato creatinina | dimetilamina alanina hipoxantina

amostra EXPERIMENTO COMERCIAL

PFZN1 36+04 46.7+1.3 46+05 45.7+34 0.5+0.2 N/D 0.2+0.1 83+15 3.6+28
PFZN2 1.7+0.2 49.1+3.0 10.0+0.8 76.4+4.7 0.3+0.07 N/D 0.2+0.03 9.0+0.3 0.7+0.2
PFZN3 2704 49.7+1.6 9.5+0.3 56.6 1.4 0.3+0.02 N/D 0.3+0.01 7.5+0.18 0.6 £0.09
PFZL1 1.6+0.6 385+13.2 43+15 65.8£22.6 0.2+0.2 N/D 0.08 £0.04 7928 0.75+0.4
PFZL2 49+05 424+28 6.6 +0.5 82.0+53 1.2+0.1 N/D 0.1+0.06 185+1.3 1.3+0.2
PFZL3 29+0.2 41.2+2.7 3501 453+3.1 0.2+0.04 N/D 0.2+0.03 7505 1.2+04
PFCS1 2.1+0.2 46.7 £3.2 6.0+0.4 61.8+4.0 0.1+£0.03 N/D 0.05+0.01 7.8+0.7 0.8+0.5
PFCS2 35+04 26.1+3.1 43+0.5 49.2+75 0.5+0.09 N/D 0.08 £0.03 6.9+0.7 1.7+04
PFCS3 3.38+0.7 39.1+14 6.7+0.2 79.7+2.1 0.6+0.1 N/D 0.1+0.02 10.8+0.8 1.9+0.9
PFZS1 146+0.4 545+33 57+04 774+44 0.2+0.09 N/D 0.1+£0.05 74+12 0.3+0.2
PFZS2 1.59+0.1 554+21 5.8+0.2 82.6+34 03+0.1 N/D 0.2+0.06 76104 03+0.2
PFZS3 20+0.1 47.9+3.1 46+0.3 66.5+3.7 0.3+0.07 N/D 0.2+0.04 7.8+0.7 04+0.1
Média 2.6 44.8 6.0 65.8 0.4 0.2 8.9 11
PSZN1 116.6+21.9 76.2+13.3 9.5+23 1479+33.4 16.0+4.2 30.5+5.1 1.3+0.7 56.3+12.9 72+13
PSZN2 72.5+12.8 719+12.4 26.1+5.1 197.9+37.9 28.2+6.0 55.6+10.8 4.0+0.9 934+17.2 12.0+0.9
PSZN3 59.5+20.5 60.7 £17.5 28.6+8.5 209.4+77.9 25.0+10.2 50.3+16.2 4.2+1.7 92.7£36.6 9.5+0.6
PSZL1 76.8+19.0 85.6 +£23.8 16.3+5.6 156.8 +48.9 18.3+5.9 341+83 20+1.2 55.3+16.1 47+1.0
PSZL2 39.7+4.2 359+14 11.1+£15 77.6+6.6 8.0+0.8 240%15 1.3+0.3 50.7+2.6 83+1.0
PSZL3 52.7+19.9 68.6 £26.1 24.1+£9.9 122.2+51.0 33.4+14.0 345+13.0 3.6+1.8 69.8 £28.0 10.1+1.3
PSCS1 323+1.7 345+2.6 12.7+15 73.2+7.1 10.0+1.0 220+1.8 0.7+0.2 40.0+2.2 85+2.6
PSCS2 12.6+3.0 37.2+85 8.1+1.6 41.8+9.0 6.4+1.7 5.0+1.0 0.6+0.2 18.8+5.2 3.0+0.2
PSCS3 12.8+2.4 410+ 79 85+15 445+8.3 7115 6.0+1.8 0.7+0.2 20.7+4.5 2.7+0.1
PSZS1 30.2+£10.0 754+223 149+4.8 131.4+453 14.0+5.1 20.7+£6.7 1.0+0.5 50.2 £18.6 4.2+0.6
PSZS2 16.4+1.5 38.4+3.7 8.6+0.6 77.8+7.3 8.0+£0.8 12.0+0.9 09+0.1 27.1+3.2 3.0+01
PSZS3 17.7+3.7 43.4+9.9 9.5+1.9 88.8+18.1 9.5+2.1 13.0+3.3 1.1+0.2 28.8+6.2 29+0.3

Média 45.0 55.7 14.8 114.1 153 25.6 1.78 50.3 6.3



Além disso, comparando as zonas de coleta em relagdo aos compostos
gue contribuem significativamente para o agrupamento das amostras frescas, tais
como a creatina e taurina, observa-se que as zonas sul e leste possuem as
maiores concentracoes em relagdo as demais zonas, o que podemos afirmar que
tais amostras coletadas nessa zona possui maior indice de frescor do que nas

demais zonas de coleta.
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Figura 78. Andlise gréfica da variac@o de concentracdo de taurina e creatina nas zonas de coleta
do experimento comercial.

A mesma analise podemos fazer em relacdo aos metabdlitos responsaveis
pelo agrupamento das amostras de pirarucu salgado-seco. Através da verificacao
da concentracdo na tabela 10, verifica-se que a concentracdo desses metabdlitos
estdo maiores nas zonas norte e leste quando comparada a outras zonas de
coleta, logo, podemos afirmar que a qualidade das amostras de pirarucu salgado-

Seco nessa zona nao é tao sastisfatoria.
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Figura 79. Andlise grafica da variacdo de concentracdo de succinato, creatinina e hipoxantina nas
zonas de coleta do experimento comercial.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, a RMN de alta resolu¢cdo em conjunto com métodos de
analises quimiométricas mostrou-se uma importante ferramenta na diferenciacéo
metabolica dos perfis da carne fresca e salgada-seca de pirarucu ( Arapaima
gigas) sob condi¢Bes produzidas e comerciais. A reprodutibilidade do método de
aquisicao dos dados mostrou que o planejamento experimental aplicado nessa
metodologia pode ser considerado eficiente na determinacdo das diferencas
metabolicas entre os diferentes perfis de pirarucu.

A andlise direta dos espectros de RMN de 'H revelou a presenca
discreta de aminoacidos, acidos organicos, aminas biogénicas e nucleotideos nos
perfis de pirarucu. Através do auxilio de experimentos de correlagdo homo e
heteronuclear e dados da literatura cientifica foram caracterizados um total de 29
metabolitos. O perfil metabodlico das amostras frescas e secas possuem bastante
similaridade, no entanto, algumas substancias sado caracteristicas de
determinadas matrizes, como a creatinina, encontrada apenas nas amostras
salgadas secas e a inosina monofosfato (IMP) encontrada somente nas amostras
de carne fresca de pirarucu.

A analise por componentes principais (PCA) foi aplicada para a
exploracdo das variaveis. O método de analise discriminante por minimos
guadrados parciais (PLS-DA) foi utilizado para a selecdo das variaveis mais
importantes na diferenciacéo entre os perfis fresco e salgado-seco. Em ambos os
experimentos com amostras produzidas e comerciais obteve-se difereciacédo entre
os perfis de pirarucu. Os compostos responsaveis pela classificacdo das amostras
de pirarucu fresco nos dois experimentos foram taurina, creatina, inosina e glicina
enguanto que 0s compostos responsaveis pela classificacdo das amostras
salgadas-secas foram, succinato, creatinina e hipoxantina. Os metabdlitos obtidos
nessa andlise podem ser promissores no desenvolvimento de meétodos de
controle de qualidade paras as matrizes de pirarucu fresca e salgada-seca.

A quantificagdo dos metabodlitos com potencialidade de serem
biomarcadores dos processos de salga e secagem, revelou que os compostos

possuem maiores concentracfes nas amostras de pirarucu salgado-seco. No
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entanto, alguns metabdlitos como acetato e succinato variam suas concentracdes
em funcdo da matriz de pirarucu fresco e salgado-seco, respectivamente. Nas
amostras comerciais, a quantificacdo mostrou que as amostras frescas das zonas
sul e leste apresentaram maiores teores de metabalitos relacionados ao indice de
frescor da carne do pescado, enquanto que nas amostras salgadas secas, as
zonas norte e leste apresentaram as maiores concentracfes de metabdlitos
caracteristicos dos processos de degradacdo metabolica.

Para os proximos estudos, baseando-se nos resultados obtidos, faz se
necessario a validacao entre a relagdo dos biomarcadores em potencial com a
gualidade dos produtos. Dessa forma pode-se utilizar os biomarcadores em
potencial para otimizar o processo de salga que ainda é realizado de forma
artesanal pelos produtores de pescado salgado-seco. Além disso, a compressao
dos metabdlitos descritos podem levar ao desenvolvimento de biosensores a base

desses metabdlitos para o controle de qualidade dos produtos de pirarucu in loco.
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Figura 80. Parametros de aquisicdo de RMN de 1H das amostras de pirarucu
comercial e produzido.
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Figura 81. Experimento 2D de correlacdo heteronuclear (HSQC) das amostras de

pirarucu comercial.
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Figura 82. Espectro de RMN 2D de correlacdo heteronuclear (HMBC) das amostras de
pirarucu comercial.
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Figura 83. Experimento de RMN 2D de correlacdo homonuclear (COSY) das amostras de pirarucu produzidas.
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Figura 84. Espectro de RMN 2D de correlacao heteronuclear (HSQC) das amostras de pirarucu produzidas.
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Figura 85. Espectro de RMN 2D de correlacao heteronuclear (HMBC) das amostras de pirarucu produzido.
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Figura 4. Questionario diagndstico aplicado com
pirarucu na cidade deManaus.
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