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Resumo: A raiz de mandioca (Manihot esculenta crantz) € cultivada nas mais diversas regides do Brasil e desempenha importante
papel na dieta alimentar dos brasileiros, representando para muitas familias do Norte e Nordeste a principal fonte energética. A farinha
de mandioca constitui-se num alimento com alto teor de amido, além de conter fibras, lipideos e alguns minerais, entretanto apresenta
grande variabilidade genética, o que resulta em diferenciacio na sua constituicdo quimica e estrutural. Frente a importancia econdmica,
nutricional e farmacoldgica deste produto, o presente trabalho objetivou caracterizar seis diferentes amostras de farinha de mandioca por
meio da espectroscopia de RMN. Além de estabelecer o assinalamento dos principais grupamentos quimicos, os resultados confirmaram
diferengas no aspecto quimico e estrutural das amostras de mandioca. Foi visto que a amostra F1 ¢ mais rica em carboidratos, a amostra
F4 € mais rica em glicolipideos, a amostra F2 apresenta alto teor de amilose, e a amostra F6 apresenta maior diversidade de glicolipideos.
Em relac@o a estrutura molecular, os espectros de RMN indicaram que a amostra F1 apresenta maior organizagdo molecular e que as
amostras F3 e F5 apresentam similaridade na amorficidade e também no arranjo e empacotamento molecular.
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Characterization of Different Cassava Samples by Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

Abstract: Cassava root (Manihot esculenta crantz) is grown in all Brazilian states, being an important product in the diet of Brazilians. For
many families of the North and Northeast states, it may represent the main energy source. The cassava root flour has high levels of starch,
in addition to containing fiber, lipids and some minerals. There is, however, great genetic variability, which results in differentiation in
its chemical composition and structural aspect. Motivated by the economic, nutritional and pharmacological importance of this product,
this work is aimed at characterizing six cassava flour samples by NMR spectroscopy. The spectra revealed the main chemical groups.
Furthermore, the results confirmed differences on chemical and structural aspect of the samples. For instance, the F1 sample is richer in
carbohydrates, while the F4 sample has higher proportion of glycolipids, the F2 sample has higher amylose content and the F6 sample
exhibits a greater diversity of glycolipid types. Regarding the molecular structure, the NMR spectra indicated that the F1 sample is more
organized at the molecular level, while the F3 and F5 samples are similar in amorphicity and in the molecular packing.

Keywords: NMR, cassava, chemical and structural characterization.

Introducao

O cultivo da mandioca é de grande relevancia econdmica
por representar a principal fonte de carboidratos para milhdes de
pessoas, essencialmente nos paises em desenvolvimento como
no Brasil, que € o segundo maior produtor mundial de mandioca
e atribui a este produto uma grande importancia na alimentacio
humana e animal, como matéria prima para inimeros produtos
industriais e na geragdo de emprego e rendal'~!.

No entanto, a cultura da mandioca apresenta uma grande
variabilidade, a raiz € constituida essencialmente por amido,
umidade, fibra alimentar, proteinas, lipidios e minerais como
potéssio, cdlcio, fésforo, sédio e ferro*®. Enquanto o amido
¢ a fonte mais importante de carboidratos na alimentacio
humana, representando 80-90% de todos os polissacarideos da
dieta com grande valor nutricional”, a fibra desempenha um
importante papel fisioldgico na regulacdo do funcionamento do
trato gastrointestinal, assim como no controle e/ou prevencio
de doengas cronicas e degenerativas'®. Adicionalmente, existem
fortes indicios de que essas fibras podem desempenhar um efeito
protetor contra o cancer de célon e doengas cardiacas. Contudo,
¢é sabido que o percentual dos elementos que compde a raiz de
mandioca pode diferir substancialmente de uma espécie para
outra, resultando em diferencas singulares relacionadas tanto as
caracteristicas proprias como gosto, tempo de cozimento, modo de
uso e processo de estocagem, como também no aspecto nutricional

e farmacoldgico em fungdo da composi¢do quimica apresentada
por cada variedade.

No Brasil, apesar da mandioca representar a base alimentar
de grande parte da sua populagdo!'”, poucos estudos tém sido
conduzidos com o objetivo de comparar as diferentes variedades
de mandioca quanto ao aspecto quimico e estrutural, informacdes
estas, valiosissimas no que tange a sua qualidade, valor nutricional
e aplicabilidade.

A espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear
¢ conhecida como uma importante ferramenta analitica na
caracterizacdo de materiais heterogéneos de fontes naturais,
como € o caso de alimentos como a mandioca. A RMN
apresenta disponibilidade de técnicas diversas para caracterizar
esses materiais e pode ser dividida em espectroscopia de alta
resolucdo (alto campo magnético) e baixa resolucdo (baixo
campo magnético). Dentre os principais elementos que compdem
os alimentos, os isétopos de 'H, *C e *'P sdo os mais usados
nesses estudos devido a abundancia natural e sensibilidade destes
nticleos. Técnicas de RMN de alta resolu¢do como "*C, APT e 'H
representam uma excelente alternativa para o estudo de alimentos
devido a simplicidade de execugdo e a importancia das informacdes
geradas. As técnicas de *C e 'H sdo técnicas diretas de observagéo
do sinal destes nicleos, chamadas técnicas de pulso simples, onde
aplica-se um pulso de 90° e adquire-se o sinal. APT (Attached
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Proton Test) é uma técnica de simplificacio espectral. A sequéncia
de pulsos empregada na execugdo da técnica APT tem como base
a modulacdo por eco de spin da constante de acoplamento C-H e
envolve as etapas de preparagao, evolugdo e detecgdo. Esta sequéncia
de pulsos pode ser resumida da seguinte maneira: aplica-se um pulso
de 90°, desliga-se o desacoplador, aplica-se um pulso de 180°, e por
fim religa-se o desacoplador. Por meio desta sequéncia de pulso ¢
possivel separar os sinais dos carbonos de acordo com o nimero de
hidrogénios ligados a ele, de modo que os carbonos que possuem
nimeros fmpares de hidrogénio (CH, e CH) sdo detectados em anti-
fase (invertidos no espectro) e os que possuem nuimeros pares de
hidrogénio ou os carbonos ndo hidrogenados (como por exemplo
CH, e carbonilas) sdo detectados em fase, ou seja, mostram sinais de
ressonancia ndo invertidos no espectrot!! 12,

A proposta deste trabalho € caracterizar seis diferentes
variedades de farinha de mandioca (Manihot esculenta), compara-
las e diferencid-las quanto ao aspecto quimico e ordenacio
molecular, empregando técnicas de Ressoniancia Magnética Nuclear
de alto campo magnético pelo estudo dos nicleos de '*C e 'H.

Experimental

As variedades de mandioca escolhidas para o desenvolvimento
deste estudo foram cedidas pela EMBRAPA e sdo provenientes da
regido amazonica, mais especificamente do Estado do Para. Esta
escolha advém do fato desta localidade ser rica em uma ampla
variedade de espécies dessa raiz e se destacar como principal
produtor nacional de mandioca. As variedades de farinha de
mandioca submetidas a caracterizagdo estdo representadas pelas
siglas: F1, F2, F3, F4, F5 e F6.

Para alcancar a proposta deste trabalho foram realizadas andlises
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em solugdo utilizando
as técnicas de BC, 'H e APT. O equipamento utilizado foi um
espectrometro de 300 MHz (Varian Mercury 300). O procedimento
empregado para a obtencdo dos espectros e o0s parametros
necessdrios para cada técnica de andlise estdo descritos a seguir:

Para andlise do nicleo de *C foram preparadas solugdes de
farinha de mandioca utilizando aproximadamente 100 mg de amostra
e 2 mL de dgua deuterada (D,0). As amostras foram colocadas em
tubos de RMN de 10 mm de didmetro e posteriormente na sonda
de 10 mm. Como marcador empregou-se o TSP (Trimethyl Silyl
Propionate).

Para andlise do nidcleo de 'H foram preparadas solugdes de
farinha de mandioca utilizando aproximadamente 20 mg de amostra
e 0,6 mL de dgua deuterada (D,0). As amostras foram colocadas
em tubos de RMN de 5 mm de didmetro e posteriormente na sonda
de 5 mm.

Os pardmetros empregados para andlise dos nicleos em
observagdo estio relacionados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros utilizados para obtengao dos espectros de RMN.

Parametros Valores (°C e APT) Valores (‘H)
Frequéncia de observacao 75 300
(MHz)
Tempo de aquisi¢cdo 1,8 33
(segundos)
Janela espectral 18000 4800
(Hz)
Largura do pulso (us) 23,4 14,7
90°)
Intervalo entre os pulsos 1 1
(segundos)
Nimero de actimulos 16000 128
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Resultados e Discussao

As técnicas de C e APT sdao complementares, visto que o APT
¢ uma técnica de simplificacdo espectral utilizado estritamente para
a diferenciacdo dos sinais de CH e CH,, que muitas vezes podem
estar sobrepostos nos espectros de '*C, sendo empregada deste
modo para auxiliar na determinag@o dos deslocamentos quimicos.

Os espectros de RMN de *C e APT obtidos para as seis
variedades de mandiocas estudadas estdo mostrados na Figura 1
e Figura 2, respectivamente. A Tabela 2 mostra os deslocamentos
quimicos observados nos espectros para as diferentes amostras de
mandioca e a Figura 3 ilustra os carbonos referentes a estrutura do
amido presente na mandioca (C-1, C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6).

Os espectros de '3C das amostras F1, F2, F3, F5 e F6 (Figura 1)
mostram trés faixas definidas de sinais. A primeira localizada
aproximadamente entre 63 e 67 ppm estd relacionada aos
grupamentos CH,-OH (C-6); uma outra faixa entre 70 e 84 ppm
aproximadamente representa os grupos CH-O (C-2, C-3, C-4
e C-5), e por fim a faixa localizada aproximadamente entre 94 e
107 ppm é referente ao grupamento C-O-C dos carbonos anoméricos
(C-1)>1+18 O espectro de *C da amostra F4 apresentou, além
das trés faixas de sinais mencionadas para as demais amostras,
uma outra faixa de sinais entre 19,4 e 25,3 ppm. Esses sinais sdo
referentes aos carbonos oriundos de glicolipideos e sinalizam que
esta amostra apresenta uma riqueza maior deste componente.

As amostras F2 a F6 apresentaram perfis similares conforme
apresentado pelos espectros de C (Figura 1) e corroborado
pelos espectros de APT (Figura 2). Estas amostras sdo compostas
majoritariamente pelos polissacarideos amilose e amilopectina
como indicado pela detec¢do de apenas um sinal localizado em
102 ppm referente ao C anomérico destes polissacarideos. Por outro
lado os espectros de '3C e APT obtidos para a amostra F1 mostram
uma expressiva diferenciagdo nesta regido. A deteccdo de seis
sinais contidos na faixa do carbono anomérico deve-se a ligagdes
de diferentes sequenciamentos dos polissacarideos. O nimero mais
expressivo de sinais contidos nesta regido sinaliza que a amostra
F1 apresenta uma maior diversidade de carboidratos. O espectro de
APT corrobora esta constatagdo por meio da detecgdo de 3 sinais
invertidos nesta mesma regido, indicando a presenca de pelo menos
dois polissacarideos diferentes da amilose e da amilopectina. E
sabido que devido a semelhanga estrutural entre esses polissacarideos
ndo € possivel distingui-los por RMN em solugdo, entretanto foi
detectada a presenga de polissacarideos de cadeias menores em 98 e
94 ppm. Adicionalmente, o espectro de '*C da amostra F1 mostra
sinais localizados em 83,4 e 84 ppm referentes ao C-4 da regidao
cristalina, indicando que esta amostra apresenta regides expressivas
de ordenagdo molecular propiciada pela cristalinidade, o que
provavelmente estd relacionado a amilopectina, ja que esta estrutura
é responsdvel pela cristalinidade nos granulos de amido!'®..

Os deslocamentos quimicos localizados em aproximadamente
0, 17,21 e 57 ppm presentes em todas as amostras sdo concernentes
ao marcador utilizado (TSP).

Os espectros de RMN de 'H obtidos para as seis variedades de
mandiocas estudadas estdo mostrados na Figura 4. A Tabela 3 mostra
os deslocamentos quimicos observados a partir desses espectros. De
acordo com os espectros obtidos, as amostras F3 e F4 apresentam
sinais em trés faixas e as amostras F1, F2, F5 e F6 mostram sinais
em quatro faixas especificas como destacado na Tabela 3. Os sinais
localizados entre 1,3 e 2,8 ppm sdo referentes aos 'H de lipideos
presentes na amostra, os sinais de 'H ligados & heterodtomos (OH)
encontram-se entre 3,4 e 4,6 ppm, e por tltimo os sinais entre 5 ppm
e 5,8 sdo referentes aos 'H ligados ao carbono anomérico® 718,
O nudmero significativo de sinais referentes aos 'H ligados ao
carbono anomérico encontrados para a amostra F1 indica que esta
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Figura 2. Espectro de RMN APT das diferentes variedades de mandioca.

Figura 1. Espectro de RMN de C das diferentes variedades de mandioca.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de "*C
em solugdo para as seis variedades de mandiocas. =
2

2 CRE88TRTIRARGEZES858%8T SRR
Carbonos Deslocamentos quimicos (ppm) das ATYRRRRN RS DD BRI T i T

amostras de mandioca

F1 F2 F3 F4 F5 F6
C-1 106,3 102,3 102,3 1022 1023 1023

104,2

102,2

100,8

98,7

94,8
C-4 84,8 793 793 792 793 794

84,0 76,1 76,1 76,1 76,1 76,1

83,3 75,7 75,6

82,4 754 753

80,0

79,3

79,1

78,6

78,1

71,2 W

5.76
4.80:
4.34
431
421
4.03
—232
—1.70
—1.52

77,0
76,1
75,6
75,4
75,1

C-5,C-3eC-2 749 742 743 742 743 743
741 738 738 73,8 73,8 738
739 723 72,0 724 720 721
736 71,9 703 719

—577
— 536
— 480"
—an
—404
—23
—1.70

72,5 70,2 71,1
72,4 70,2
72,0
70,3
C-6 66,0 66,5 66,6 66,5 63,1 632
633 63,1 66,0 66,0
632 63,1

Marcador (TSP) 570 57,0 57,0 57,0 570 57,0
21,7 21,7 21,7 21,7 21,7 217
176 176 176 176 176 17,6

0 0 0 0 0 0 F5
Carbonos de 253
glicolipideos 2.8
20,4 , o
194 Bdma R8I %Rﬁ%:;;:;%%;
FEF T e

7.0 6.0 50 40 3.0 20 1.0
ppm
Figura 3. Estrutura bdsica do amido, mostrando os carbonos correspondentes!!?. Figura 4. Espectro de RMN de 'H das diferentes variedades de mandioca.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos observados no espectro de RMN de 'H
para as seis variedades de mandiocas.

Hidrogénios Deslocamentos quimicos (ppm) das amostras
de mandioca

F1 F2 F3 F4 F5 Fo6
'H ligados 5,8 5.7 5,7 5,7 5,7 57
ao carbono 56 53 53 53 53
anomerico

53

5,0

5,0

Marcador (HOD) 4,8 4.8 4,8 4.8 4.8 4.8

Hligadosa 46 44 43 42 43 43
heterodtomos 45 44 43 40 43 43

4.4 43 4.2 4.2 43
4.4 4,2 4,0 4,0 4,2
43 4,1 38 3,5
4,2 4,1 3,5
4,2 39 3,4
4.2 3,6

4,1 3,5

4,1 3.4

4,1

4,0

39

39

3,8

3,6

'H de lipideos 2,4 23 2,3 2,3 2,3 2,8
1,7 1,9 1,7 1,7 1,7 2,7
1,7 1,7 1,5 1,5 1,5 2,7
1,5 1,5 2,6

13 23
23
1,7
1,7
1,6
1,6
1,5

amostra apresenta outros tipos de carboidratos além da amilose e
amilopectina, corroborando os resultados obtidos pelas técnicas de
13C e APT. O alargamento dos sinais observados no espectro de RMN
para a amostra F2 (Figura 4) indica uma amorficidade expressiva,
que provavelmente estd relacionada ao alto teor de amilose presente
na amostra. O nimero expressivo de sinais localizados na faixa
referente aos 'H de lipideos sinaliza que a amostra F6 apresenta uma
maior diversidade no tipo de lipideos presentes.

Apesar da faixa de deteccao/observagio do espectro de RMN de
'H ser muito menor do que a faixa do '*C, o que prejudica a resolucéo
do espectro em face da distribuicdo dos sinais dos carboidratos, a
observacdo do perfil dos espectros permitiu importantes constatagdes.
A primeira estd relacionada & amostra F1, que apresentou um
espectro com sinais bem mais definidos, indicando que esta amostra
apresenta uma maior organizacdo de arranjo molecular comparada as
demais amostras de mandioca. A segunda diz respeito as amostras F3
e F5, que além de apresentarem amorficidade significativa, indicado
pelo alargamento dos sinais, apresentam similaridade também no
que tange ao arranjo e empacotamento molecular, como pode ser
comprovado pela semelhanca no perfil desses espectros (Figura 4).
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Conclusoes

Além de estabelecer o assinalamento dos diferentes e principais
grupamentos quimicos presentes nas amostras de mandioca, a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear em solugdo por
meio das técnicas de *C, APT e 'H foi imprescindivel para alcangar
outras importantes constatacdes no que diz respeito a estrutura
quimica e molecular das amostras analisadas. Os espectros de *C
e APT mostraram que a variedade de mandioca F1 possui uma
maior ordenacdo molecular que estd relacionada principalmente
a amilopectina, e também apresenta outros tipos de carboidratos
além dos polissacarideos amilose e amilopectina, sinalizando que a
amostra F1 € mais rica em variedade de carboidratos comparada as
demais amostras. Adicionalmente, foi visto que a amostra F4 € mais
rica em glicolipideos. A espectroscopia de RMN de 'H confirmou a
maior diversidade em carboidratos presente na amostra F1; mostrou
uma amorficidade expressiva na amostra F2, que estd relacionada
ao alto teor de amilose presente na amostra; e sinalizou que a
amostra F6 apresenta uma maior diversidade no que se refere ao
tipo de glicolipideos presentes. Em relagdo a estrutura molecular,
os espectros de RMN de 'H indicaram que a amostra F1 apresenta
uma maior organiza¢do de arranjo molecular comparada as demais
amostras de mandioca, corroborando o resultado encontrado por
RMN de "C; e que as amostras F3 e F5 apresentam similaridade
na amorficidade e também no arranjo e empacotamento molecular.
Quanto ao aspecto nutricional/farmacoldgico, as amostras F1, F4 e
F6 mostraram maior expressividade por apresentarem maior riqueza
em lipideos ou carboidratos.
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