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RESUMO

FERNANDES, Andréia. 2015. Uso de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (IVTF) e quimiometria para classificacdo de vinho e suco de
uva. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Bacharelado em Quimica

Industrial) — Universidade Tecnoldgica Federal do Parand. Pato Branco. 2015.

A producéo de uva no Brasil atinge cerca de 60 mil hectares e cerca de 50% dessa
producdo é destinada a elaboracdo de derivados, como sucos e vinhos. Ha
Inimeras viticulturas brasileiras, diferenciando-se pelo cultivo, pelo clima, tecnologia
aplicada, processamento, solo, entre outros, o qual tem como resultado de produtos
derivados de uva com caracteristicas distintas. A técnica de espectroscopia no
infravermelho médio permite a determinacdo de propriedades quimicas de
compostos por meio de seus espectros de absorcdo na regido do infravermelho,
apresentando caracteristicas de seletividade, sensibilidade, simples operacdo e
baixo custo, além de ser um método ndo destrutivo e ndo poluente. Neste trabalho
foi estudado o perfil quimico de vinho e suco de uvas, empregando o uso da
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (IVTF) e acessorio de
reflexdo total atenuada (RTA). Os espectros de infravermelho médio das amostras
de vinho e suco foram coletados em um espectrofotometro Frontier (Perkin-Elmer),
em dupilcata para cada amostra, com resolucdo de 4 cm™ e 32 acumulacBes para
cada espectro da regido analisada (entre 4.000 e 400 cm™). Os dados obtidos a
partir dos espectros de infravermelho foram submetidos a analise de componentes
principais (ACP). Para o desenvolvimento do modelo de calibragéo foram eliminadas
as regibes que apresentarem pouca informacdo analitica relevante. A andlise de
componentes principais confirmou a presenca de dois grupos distindos, o grupo
formado pelas amostras de vinho e o outro formado pelas amostras de suco de uva.
As componentes principais (CP1 e CP2) somadas apresentaram alto poder
classificatorio, 69,6%, denotanto que aproximadamente 70% da variabilidade dos
dados pode ser explicada pelo modelo multivariado proposto. A analise
espectroscopica de infravermelho médio aliada a quimiometria pode ser considerada

uma ferramenta eficaz na classificacdo de amostras de vinho e suco de uva.



Palavras-chave: derivados de uva, espectroscopia de infravermelho, quimiometria,

anélise de componentes principais.



ABSTRACT

FERNANDES, Andréia. 2015. Use infrared spectroscopy (FTIR) with Fourier
transform and chemometrics for classification wine and grape juice. Course
Conclusion of Work (Graduation in Bachelor of Industrial Chemistry). Federal

Technological University of Parana. Pato Branco. 2015.

The grape production in Brazil reaches about 60 hectares and about 50% of this
production is for the preparation of derivatives. There is a countless Brazilian
viticulture, differing by the environment cultivation, the technology applied,
processing, soil, etc., which results in products derived from grapes with different
characteristics. The infrared spectroscopy technique enables the determination of
chemical properties of compounds through their absorption spectra in the infrared
region, having selectivity characteristics, sensitivity, simple operation and low cost, in
addition to being non-destructive and non-polluting method. In this work, was studied
the chemical profile of wine and grape juice, employing the use of infrared
spectroscopy and Fourier transform attenuated total reflection accessory (FTIR-
ATR). The infrared data were submitted to principal component analysis (PCA). The
mid-infrared spectra of the wine and juice samples were collected in a
spectrophotometer Frontier (Perkin-Elmer), being held duplicates for each sample,
with a resolution of 4 cm-1 and 32 scans for each spectrum in the region used 4,000
and 400 cm-1. However, for developing the calibration model were eliminated
regions that show little relevant analytical information. Analysis of the main
compounds confirmed the presence of two distends groups, the group formed by the
samples of wine and the other formed by the grape juice samples. The main
components (PC1 and PC2) added showed high classificatory power, and these can
explain 69.6% of the variability of the data. The mid-infrared spectroscopic analysis
combined with chemometrics is effective in classification of wine and grape juice

samples.

Keywords: grape derivatives, infrared spectroscopy, chemometrics, major

compounds analysis.
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1 INTRODUCAO

A producédo de uvas no Brasil atualmente atinge cerca de 80 mil hectares e
esta localizada preferencialmente nas regides Sul, Sudeste e Nordeste. Cerca de
50% da producdo nacional de uva é destinada a elaboracdo de vinhos, sucos,
destilados e outros derivados (MELLO 2013).

A viticultura no Brasil possui duas caracteristicas que se destacam: a
diversidade e complexidade deste tipo de atividade agricola. H& inUmeras viticulturas
brasileiras, diferenciando-se pelo cultivo, pelo clima, tecnologia aplicada,
processamento, solo, entre outros, 0s quais tém como resultado produtos derivados
de uva com caracteristicas diferenciadas (PROTAS et al., 2014).

A uva e seus derivados (suco e vinho) apresentam uma composicao quimica
complexa, sendo ricos em metabdlitos primérios, carboidratos, proteinas e lipideos,
e metabdlitos secundarios, dentre os quais se destacam os compostos fendlicos.
(MELO, 2010; SAUTTER, 2005). As funcbes quimicas presentes nestes tipos de
biomoléculas podem ser detectadas por meio da IVTF.

A IVTF é uma técnica rapida, que requer o minimo de preparo de amostras, €
sensivel, seletiva e de baixo custo, sua instrumentacéo é facilmente encontrada nos
laboratérios, além de ser um método ndo destrutivo, e ndo poluente, e que nao gera
residuos téxicos (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009). Esta permite ainda a
identificacdo de propriedades quimicas de compostos, sendo muito utilizada em
estudos de qualidade de produtos alimenticios (SINELLI, 2007). Porém, algumas
vezes, a andlise dos dados gerados requer o uso de métodos que auxiliam na
interpretacdo dos dados. Dentre os métodos que podem auxiliar na interpretacéo
dos espectros obtidos, destaca-se a Analise de Componentes Principais (ACP),
técnica quimiométrica que permite visualizar a estrutura dos dados, encontrar
similaridade entre as amostras ou amostras anémalas e reduzir a dimensionalidade
dos dados de espécies quimicas (SHIN et al., 2010).

Dentro deste contexto, o objetivo desse trabalho foi desenvolver uma
metodologia alternativa para classificacao entre vinho e suco de uva utilizando como

ferramenta, a IVTF aliada a ferramenta estatistica de ACP.

2 OBJETIVOS



2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia alternativa para classificacdo de amostras de
vinho e suco de uva utilizando como ferramenta a IVTF e a ferramenta estatistica
ACP.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar as amostras de vinho e suco de uva, sem prévio preparo, por meio
de IVTF utilizando o acessoério de RTA,;

e Identificar os grupos funcionais presentes nos espectros provenientes de
vinho e suco de uva;

e Utilizando a técnica quimiometrica de ACP, classificar as amostras de vinho e

de suco de uva;



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 UVA

3.1.1 Histérico da uva

As videiras (Figura 1) possuem caule espesso e resistente, verde quando
jovem, tornando-se escuro posteriormente, apresentam troncos retorcidos, folhas
esverdeadas, os frutos podem ser verdes, vermelhos e pretos. E uma planta propria
de regifes de clima temperado onde a temperatura ndo varia muito ao longo do ano
(EMPRAPA 2003).
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Figura 1. Videira Niagara rosada
Fonte: SANTOS et al (2010).

As primeiras sementes de uva foram descobertas por volta de 7000 — 5000
anos a.C na Russia. A uva, fruto da videira foi trazida para as Américas no ano de
1535, cultivada inicialmente no litoral de Sdo Paulo e se espalhando nas demais
regides, as videiras se aclimataram e passaram a fornecer bons frutos. (MELLO,
2001).



No século XIX, ocorreu a decadéncia da plantacdo de uva, devido a
importacdo de videiras infectadas com doencas fungicas, inicialmente a videira a ser
cultivada foi a Vitis vinifera, mas ap6s a decadéncia na plantacdo da uva, a uva
Isabel passou a ser cultivada e mais tarde, substituida pela Niagara e Seibel
(MONARETTO, 2013).

3.1.2 Viticultura

A viticultura estuda a producdo da uva. No Estado do Rio Grande do Sul, o
elevado desenvolvimento na produgcdo de uva foi consequéncia do apoio
governamental, embora a producéo de vinhos, suco de uva e derivados da uva e do
vinho também ocorra em outras regides. A maior producdo de vinhos esta no Rio
Grande do Sul, onde séo elaborados, em média anualmente, 330 milhdes de litros
de vinhos e mostos, representando 95% da producao nacional (PROTAS et al.,
2014).

Segundo o IBGE (2012), a viticultura no Brasil ocupa uma area de 82.507
hectares. Em razdo dessa diversidade ambiental, existem lugares com viticultura
caracteristica de regido para regido, com um periodo de repouso definido. A videira
€ uma planta que exige muita luz, essencial na fotossintese e na composicao
guimica da uva. Nos anos de insolacdo, as videiras produzem uvas com teor
adequado de acucar e acidez (EMBRAPA, 2014).

3.1.3 Vinho de Uva

A Legislacdo Brasileira, por meio do Decreto n° 6.871, de 4 de Junho de
2009, define bebida alcoodlica fermentada de fruta como o produto obtido pela
fermentacdo alcodlica do mosto de frutas sas, frescas e maduras. Podendo ser
adicionada de acucares, e/ou agua. Deve apresentar graduacéo alcodlica de 4 a 14
% (v. v-1) a 20°C (BRASIL, 1973).

O vinho é uma bebida proveniente da fermentacdo alcodlica dos agucares da
uva madura pelas leveduras e, por bactérias laticas (BRASIL, 1973). O vinho é rico
em compostos fendlicos que apresentam atividades biolégicas como acéo
anticarcinogénica, antiviral e antioxidante (MENESES, 2011).



Estudos desenvolvidos no mundo inteiro mostram que o vinho, consumido em
quantidades moderadas, contribui para a saude aumentando a qualidade e o tempo
de vida (KARLING, 2013).

O alcool eleva discretamente as concentracbes de HDL-colesterol, os
componentes ndo alcoolicos do vinho sdo substancias fendlicas como acidos
fendlicos, flavonoides (quercetina, catequinas, antocianinas) e o resveratrol, que
agem como antioxidantes diminuindo as reacdes de peroxidacdo lipidica,
desempenhando um papel benéfico na protecdo cardiovascular (BATLOUNI, 2006;
SAUTTER, 2005).

Apesar do vinho conter uma elevada quantidade de compostos fendlicos, este
nao possui a mesma quantidade que a uva in natura. O teor dos compostos
fendlicos na uva pode variar dependendo do cultivo, maturidade, condi¢cdes
climaticas, solo e os tratamentos que a uva é submetida no processo de producao
do vinho como o tempo de contato entre as partes sélidas da uva e o mosto, o
método utilizado para a extracdo, tratamento térmico, prensagem, a adicdo de
acidos ou dioxido de enxofre (PINTO et al., 2011).

Segundo a legislacéo brasileira, o vinho deve obrigatoriamente ser rotulado
com a denominacdo vinho, acompanhado do nome da fruta que lhe deu origem
(BRASIL, 1973).

3.1.4 Suco de uva

No Brasil, cerca de 10% da producédo de uva € destinada a elaboracéo de
suco, devido a facilidade de producéo, juntamente com as caracteristicas sensoriais
e seu valor nutricional. Os principais componentes do suco de uva sdo: aguUcares
minerais, acidos, compostos fendlicos (responsavel pela cor e estrutura) e vitaminas.
A composicdo quimica também pode variar dependendo da qualidade da uva,
cultivar, espécie, maturidade, condigbes climaticas e processo de producéo
(EMBRAPA, 2014; PINTO et al., 2011).

O suco de uva trata-se de uma bebida doce e acida, que pode ser elaborado
com qualquer variedade de uva desde que ela esteja na matura¢éo adequada. E rico
em acucares, acidos organicos e sais, e pobre em lipidios, proteinas e cloreto de
sédio, sendo de facil digestibilidade (EMBRAPA, 2007). Quanto a cor, o suco de uva



pode ser classificado como tinto, rosado e branco, o aroma e o sabor devem ser
caracteristicos da uva que deu origem ao suco (EMBRAPA, 2007).
O suco de uva pronto para beber segundo a legislacéo brasileira, dependendo

do tipo de processo e da constituicao € classificado como:

(1) suco de uva integral: é aquele que ndo contém adicdo de outros
acUcares, apenas 0s que provem da uva.

(2) suco de uva desidratado: é o resultado da desidrata¢do do suco de uva,
apresentando apenas 3% de umidade, e encontra-se na fase sélida.

(3) suco de uva adocado: € permitida a adicdo de acucar, como sacarose ao
suco de uva.

(4) suco de uva processado ou reconstituido: € aquele que é obtido através
da diluicdo do suco concentrado ou desidratado.

(5) suco de uva concentrado: obtido através da desidratacdo parcial, tendo
que apresentar um teor de agucar de 65 °© Brix (RIZZON et al., 1998).

O suco da uva é definido por Sautter (2003) como sendo:
[...] 0 suco de uva é o liquido limpido ou turvo extraido da uva (Vitis sp.),
através de processos tecnolégicos adequados, ndo fermentado, de cor,
aroma e sabor caracteristicos, submetido a tratamento que assegure a sua
apresentagdo e conservacdo até o momento do consumo. Portanto, as
caracteristicas de qualidade do suco dependem da cultivar utilizada na

elaboracéo e do processo tecnoldgico empregado (SAUTTER, 2003, p. 20).
3.2 ESCPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A IVTF é uma ferramenta versatil aplicada as determinacdes qualitativas e
guantitativas de espécies moleculares de todos os tipos (HOLLER; SKOOG,;
CROUCH, 2009).

Esta técnica estuda as interacOes da radiacdo eletromagnética com a matéria,
a energia associada ao comprimento de onda € incidida sobre a matéria, a radiagéo
interage com a matéria podendo levar a transi¢cdes entre os niveis de energia dos
atomos e moléculas (BRUICE, 2006; SKOOG et al., 2005).

A regido espectral do infravermelho (IR do inglés infrared) corresponde a
radiacdo com um ndmero de onda entre 12.800 cm™ a 10 cm™, ou comprimento de
onda de 780 a 1,0x 10° nm, regido do espectro eletromagnético situado entre as

regides do visivel e micro-ondas. O espectro de IVTF pode ser dividido em trés



regides, infravermelho préximo, médio e distante (Tabela 1) (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009). A IVTF é uma técnica que permite a determinacdo de

propriedades quimicas de compostos organicos.

Tabela 1 — Regibes espectrais do infravermelho

Regido espectral NGmero de onda (cm™) Comprimento de Frequéncia (Hz)
onda (nm)
Préximo 12.800 a 4.000 780 a 2.500 38x10"a1,2x10"
Médio 4.000 a 200 2.500 a 50.000 1,2x 10*a 6,0 x 10*
Distante 200 a 10 50.000 a 1.000.000 6,0 x 10 a 3,0 x 10"

Fonte: HOLLER; SKOOG; CROUCH (2009).

Para absorver radiacdo no infravermelho, uma molécula deve sofrer variagdo
no momento dipolo durante seu movimento rotacional ou vibracional. S6 assim o
campo elétrico alternado da radiacdo pode interagir com a molécula e causar
variacdo na amplitude de um de seus movimentos. O momento de dipolo é
determinado pela distancia entre dois centros de carga e pela magnitude da
diferenca de carga. Se a frequéncia incidida for igual a frequéncia de vibracao
natural da molécula, ocorre a absorcdo, causando uma variacdo na amplitude
molecular. Da mesma forma, a rotacdo da molécula assimétrica em torno de seus
centros de massa resulta em oscilagdes periddicas do momento dipolo, podendo ter
interagcdo com o campo de radiacdo. No entanto, ndo ocorre variagdo no momento
dipolo durante a vibracéo ou rotacédo das espécies homonucleares, tais como, O,, N;
ou Cl,, tendo como consequéncia o impedimento da molécula absorver radiagdo no
infravermelho, com excecdo dessas moléculas, todas as outras podem absorver
radiacao infravermelho (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Os tipos de vibragcdes moleculares se dédo pela posicdo dos atomos na
molécula, que oscilam continuamente. As moléculas maiores possuem grandes
nameros de centros de vibracdo. As vibracdes podem ser de estiramento, que
envolve uma variagdo continua na distancia interatbmica ao longo do eixo da ligagéo
entre dois atomos, ou de deformacgéo, que séo caracterizadas por uma variacao no
angulo entre duas ligagdes, que sao as vibracdes ritmadas de ligagcdes que tem um
atomo em comum, podendo ser de quatro tipos: simétrica ao plano, assimétrica ao
plano, simétrica fora do plano, assimétrica fora do plano (Figura 2) (HOLLER;
SKOOG; CROUCH, 2009).
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Figura 2. Diferentes formas de vibracdes moleculares de deformacéo.
Fonte: BRUICE (2006).

A espectroscopia no infravermelho médio € uma ferramenta importante para
determinacao de estruturas de espécies organicas e inorganicas (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009), sendo dividida em duas regides, de 4.000 a 1.400 cm™, a regido
de absorcdo da maioria dos grupos funcionais, e a regido de 1.400 a 600 cm™ é a
banda de impressado digital, sendo muito util na identificacdo de compostos, pois
pequenas diferencas na estrutura e na constituicdo da molécula resultam em uma
mudanca significativa nos picos de absorgéo (SILVERSTEIN et al., 2007).

A identificacdo dos compostos € feita a partir dos efeitos que as moléculas
desenvolvem a partir da interacdo da radiacdo eletromagnética com a matéria,
podendo ocorrer por absorcéo, reflexdo e espalhamento, juntamente com a regiao
do espectro envolvido (SILVERSTEIN et al.,, 2007). Na Tabela 2 sao apresentadas
regibes espectrais no infravermelho médio relacionado a ligacbes quimicas de

algumas funcoes.



Tabela 2 — Regido espectral no infravermelho médio relacionado as ligagcdes quimicas de alguns

grupos funcionais

N° de onda (cm™) Caracteristicas dos grupos funcionais

Infravermelho médio

~3300 — 2500 O-H Acido carboxilico
~3040 — 2850 C-H Estiramento — acidos graxos
~1458 — 1375 C-H Grupos alifaticos
~1200 — 900 C-0OeC-C Regido de impresséo digital

Fonte: BRUICE (2006) com modificacdes.

Podem-se usar mecanismos de medidas para a caracterizacdo de compostos
no infravermelho como: transmitancia, absorbancia e reflectancia (HOLLER;
SKOOG; CROUCH, 2009).

A técnica de espectroscopia no infravermelho é cada vez mais utilizada,
principalmente porque as medidas sdo rapidas, utilizam pequena quantidade de
amostra, ndo exige preparo de amostra, permite deteccdo simultanea de diferentes
parametros, ndo gera residuo, e ndo € poluente (CHANG, COLEGROVE, 2007;
SHIROMA, RODRIGUEZ-SAONA, 2009).

3.2.1IVTF

A IVTF se desenvolveu muito nos ultimos tempos, tendo varias vantagens. A
radiacdo contem todos os comprimentos de onda de interesse (SOLOMONS, 1934).

Variando as distancias percorridas pelos feixes tém-se interferéncias
construtivas e destrutivas sequencialmente, assim o detector recebe intensidades de
vibragdes diferentes. Uma transformagéo de Fourier converte o sinal de dominio do
tempo para dominio de frequéncia. Essa técnica emprega um interferdbmetro de
Michelson (Figura 3), que tem por finalidade dividir o feixe da radiacado da fonte de
infravermelho, fazendo com que ela reflita a0 mesmo tempo a partir de um espelho
fixo e outro em movimento. Os feixes refletidos voltam a se combinar e passam
através da amostra para o detector e sdo reproduzidos na forma de um grafico
(SOLOMONS, 1934).



Figura 3. Espectrofotometro de IVTF
Fonte: SOLOMONS (1934).

3.2.2 RTA

A espectroscopia de Reflexdo Interna ou RTA pode ser aplicada tanto para
amostras solidas quanto liquidas, requerendo o minimo preparo prévio da mesma,
sendo obtidos espectros de forma rapida e facil no infravermelho médio, podendo
ser aplicado em andlises qualitativas e quantitativas (MULLER et al., 2011).

A técnica baseia-se na reflexdo que ocorre quando um feixe de radiacéo
passa de um meio mais denso (cristal de RTA) para um meio menos denso
(amostra). A radiacdo que penetra na amostra é chamada de onda evanescente,
cuja intensidade decai exponencialmente com a distancia a superficie do cristal. Se
a amostra absorve essa onda evanescente ocorre atenuacdo do feixe dos
comprimentos de onda das bandas de absor¢do (MIRABELLA, 1985).

A intensidade de absor¢cdo de uma banda no infravermelho é proporcional a

concentracdo do componente que causou a banda.

3.2.3 Interpretacdo dos Espectros



Como o tratamento das vibracbes de moléculas complexas € pouco pratico,
costuma-se interpretar os espectros a partir de comparagbes empiricas com outros
espectros de moléculas mais simples. Muitas das absorcdes de grupos variam em
uma larga faixa devido as interacfes complexas entre os grupos moleculares, as
bandas de absor¢cdo podem corresponder predominantemente a um unico modo
vibracional. As bandas de absorcdo de C-H, C-O e C=0, permanecem
razoavelmente fixas no espectro. As duas areas que devem ser examinadas
primeiramente nos espectros é a regido de 4000 a 1300 cm™ e de 900 a 650 cm™. A
regido de mais alta frequéncia sdo as chamadas regides dos grupos funcionais,
como OH, NH e C=0 (SILVERSTEIN, 2007).

A auséncia de absorcdo na regido de 1850 e 1540 cm™ exclui estruturas
contendo carbonilas, e bandas muito largas sdo em conta das caracteristicas
estruturais, dificultando assim o reconhecimento. Bandas fortes na regiao de 1600 a
1300 cm™ s&o caracteristicas de aromaticos e a auséncia de picos na regido de 900
a 650 cm™ indica geralmente que ndo ha anel aromético. Bandas fracas nas regides
de maiores frequéncias resultam na absorcdo de S—H e C=0. Absorcao larga na
regido de maior comprimento de onda sugere a presenca de acido carboxilico, de
aminas ou de amidas. A regido de impressdo digital € de 1300 a 900 cm™, os
espectros nela observado incluem muitas bandas, € complexo e geralmente o0s
modos de vibracdo sdo acoplados sendo muito importante na para determinar
estruturas (SILVERSTEIN, 2007).

Quaisquer conclusdes tiradas do exame das bandas de absor¢cdo devem ser
se possiveis confirmadas pelo exame de outras por¢des de espectros (SILVESTEIN,
2007).

A lista das frequéncias de grupos de varios grupos funcionais comuns é
mostrada na Tabela 3. A maioria das frequéncias de grupos encontra-se no intervalo
de 3600 e 1250 cm™, poucas sdo encontradas na regido de impressao digital, esta
inclui as vibragcdes de estiramento C-C em aproximadamente 1200 cm™ e as
vibracdes de estiramento C-Cl de 700 — 800 cm™ (HOLLER; SKOOG; CROUCH,
2009).

Tabela 3 — Tabela resumida da frequéncia de grupos para grupos funcionais organicos

Ligacéo Tipo de composto  Frequéncia cm™ Intensidade




C-H

C-H
C-H
C-H

O-H

N-H

Cc=C
Cc=C
C=C
C-N

C=N
C-O

Alcanos

Alguenos
Alquinos

Anéis aromaticos

Alcodis e fendis
Monomericos
Alcodis e fendis
com ligagcdo de
hidrogénio
Acidos
carboxilicos
MONOMEricos
Acidos
carboxilicos com
ligacao de
hidrogénio
Aminas, amidas
Alquenos

Anéis aromaticos
Alquinos
Aminas, amidas
Nitrilas

Alcodis,  éteres,
acidos
carboxilicos e
estreres
Aldeidos,
cetonas, acidos

carboxilicos

2850 — 2970
1340 - 1470
3010 - 3095
675 —995
3000

3010 - 3100
690 — 900
3590 — 3650
3200 — 3600
3500 — 3650
2500 - 2700
3300 — 3500
1610 - 1680
1500 - 1600
2100 - 2260
1180 - 1360
2210 — 2280
1050 - 1300
1690 - 1760
1500 - 1570

Forte

Forte
Média
Forte

Forte
Média
Forte
Variavel
Variavel, as
vezes larga
Média

Larga

Média

Variavel
Variavel
Variavel
Forte
Forte
Forte

Forte

Forte




ésteres
NO- Nitro composto 1300 — 1370 Forte

Fonte: HOLLER; SKOOG; CROUCH (2009).

3.3 METODOS DE ANALISE MULTIVARIADA

3.3.1.Quimiometria

Quimiometria Segundo Kowalski:

"... uma disciplina quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos
para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada e para
fornecer o maximo de informag&o quimica com a analise dos dados obtidos
(KOWALSKI, 1986, p.185).

A quimiometria tem como objetivo interpretar experimentos e obter o maximo
de informacdo quimica dos dados. Tendo em vista que as analises quimicas
convencionais sdo demoradas ou tem um alto custo, é muito util um método para
estimar propiedades quimicas de uma amostra que seja rapido e que tenha baixo
custo. Deste modo podemos citar a analise por espectroscopia no infravermelho, e
gue esta pode estar associada a utilizacdo de um modelo de calibragdo multivariada
(RIBEIRO, 2012).

3.3.2 Anélise Multivariada

Os avancos tecnolégicos junto com as ferramentas de analise multivariadas
possibilitam manipular dados de absorbancia espectral associado a mais de uma
frequéncia simultaneamente. Os meétodos de analise multivariada tem tornado
possivel modelar dados fisicos e quimicos a partir dos dados espectrais.

Dentre os métodos a ACP esta sendo aplicada na area de alimentos com o
intuito de identificar e diferenciar amostras, com o0s espectros obtidos do
infravermelho (KARASEK et al., 2003).

3.3.3 Pré-processamento dos dados

A etapa de pré processamento dos dados € muito importante para melhorar a

enficiéncia dos modelos multivariados. Ele tem como objetivo eliminar informacdes



nao relevantes, e condicionar o conjunto de dados a ser analisado, tornando em
sequéncia a andlise do conjunto de dados de maniera eficiente. Existem diversos
meétodos de pré processamentos de dados na espectroscopia, como a centralizacao
dos dados na média, célculo de derivada, alisamento, e normalizacdo, sdo alguns
dos métodos aplicados (SIESLER et al., 2002).

O objetivo de centraliazar os dados na média é fazer com que 0s pontos mais
distantes ndo infuénciem mais do que 0s pontos mais proximos aos dados centrais,
permitindo assim que as coordenados sejam movidas para o centro dos dados. Apos
centralizar os dados o valor médio das absorb&cias sera subtraido de cada
comprimento de onda do conjunto de dados (RINAN et al., 2009).

O deslocamento na linha base pode ser corrigido através do calculo da
derivada, e assim melhorar a separacéo de sinais sobrepostos (RINAN et al., 2009).
Em dados espectrais o célculo da primeira e segunda derivada causam mudancas
nas informacbes processadas, essas mudancas podem ter efeitos positivos e
negativos, positivos ao evidenciar um sinal analitico de interesse e negativo ao
acentuar ruidos instrumentais (SOUZA et al., 2012).

Vibracdes, movimento das moléculas, o ar entre outras fontes podem
influenciar no sinal analitico e na forma de ruidos. A técnica de alisamente tem por
objetivo reduzir os ruidos instrumentais por meio de algoritmos matematicos (SOUZA
et al., 2012).

A normalizacdo tem como obejtivo reduzir a influéncia de vibracdes
indesejadas, presentes no conjunto de dados, garantindo que cada observacao seja
representada da melhor forma. E realizada dividindo-se a intensidade espectral pela
raiz quadrada da soma dos quadrados de todas as intensidades do espectro,
coforme a equacédo 1 (SOUZA et al., 2012).
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3.3.4 ACP

A ACP é uma técnica matematica de andlise multivariada, mais utilizada na

analise de informacdes. Esta técnica possibilita investigar um grande numero de



7

dados disponiveis, e € aplicada na descriminacdo de dados com o objetivo de
reduzir sua dimensionalidade e minimizar a covariancia entre as variaveis sem
perdas significativas de informacfes. Possibilita, também, identificar a semelhanca
entre as amostras, para a verificacdo de sua homogeneidade e assim definir um
namero de componentes principais (SOUZA et al., 2012).

A ACP consiste em reescrever as coordenadas das amostras em outro
sistema de eixo mais conveniente para a analise dos dados. Os dados sao obtidos
em ordem crescente de variancia, os componentes principais 1 detém mais
informacdes estatisticas que os componentes principais 2 e assim por diante. O
grafico de componentes principais 1 versus a componentes principais 2 (Figura 4)
fornece uma janela para observacéo dos pontos (NAGATA, 2001).

PC2

PCH

Figura 4 — Grafico bidimensional da PC1 X PC2
Fonte: NAGATA (2001).

A técnica pode ser aplicada a um conjunto de dados de muitas areas e em
diferentes técnicas analiticas, como por exemplo, no auxilio da técnica de
espectroscopia de infravermelho médio na separacdo de amostras de vinho e suco
de uva. A tarefa de um quimico que trabalha com a analise multivariada é interpretar

a distribuicdo dos pontos no grafico de componentes principais.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 VINHOS E SUCOS DE UVA



Neste trabalho foram analisadas 22 amostras de vinhos e 16 amostras de
sucos de uva artesanais, produzidas na regido Sudoeste do Parana entre os anos
de 2011 e 2013, bem como vinhos industrialmente produzidos e procedentes da
Argentina, e do Chile. Na Tabela 4 sdo descritas as caracteristicas (variedade,

cidade/ produtor, ano de fabricagéo) das amostras de vinho e suco.

Tabela 4 — Descricdo das amostras de vinho e suco de uva quanto sua variedade, local de
procedéncia e ano de fabricacéo.

DERIVADO VARIEDADE CIDADE/ ANO CcODIGO
Produtor

Vinho Bordd Veré 2011 1A/ 1B

Suco Francesa Veré 2012 2A/ 2B

Suco Bord Salgado 2012 3A/ 3B
Filho/Cleonice

Vinho Bordo Veré 2012 4A/ 4B

Suco Francesa Veré 2011 TA/ 7B

Vinho Bordd Salgado Filho/ 2011 8A/ 8B
Dalle Laste

Vinho Bordd Mariépolis 2013 9A/ 9B/ 9C

Vinho Bordd Francisco 2013 10A/ 10B
Beltrdo

Vinho Bordd Francisco 2013 11A/11B/ 11C
Beltrao/
Maccari

Suco Bordd Salgado Filho/ 2013 12A/ 12B
Dalle Laste

Suco Bordd Veré/ Viry 2012 13A/ 13B

Suco Francesa Veré 2013 14A/ 14B

Suco Bordd Salgado Filho 2013 15A/ 15B

Vinho Bordd Salgado Filho/ 2013 16A/ 16B
Dalle Laste

Suco 23A/ 23B

Vinho Cabernet Chile 24A




Vinho Merlot Chile 25A
Vinho Cabernet Argentina 26A
Vinho Merlot Argentina 27A
Vinho Cabernet Brasil 28A
Vinho Merlot Brasil 29A

ApGs a coleta, as garrafas de sucos e vinhos foram armazenadas no escuro
e abertas imediatamente antes das andlises. Apos a abertura alguns procedimentos
foram adotados para garantir a integridade das amostras: transferéncia do vinho e
do suco de uva para garrafas pet, eliminacdo do ar das garrafas, recobrimento das

garrafas com papel aluminio e armazenamento em geladeira.

4.2 PREPARO DA AMOSTRA — PURIFICACAO DO EXTRATO

As amostras de vinho foram filtradas a vacuo em papel filtro, trocando o papel
e fazendo a limpeza do equipamento apés cada amostra, para ndao haver
contaminacdo da mesma. Em seguida, as amostras foram acondicionadas em

garrafa pet, tomando o cuidado para eliminar o ar das garrafas.

4.3 ANALISE DE IVTF

Os espectros de IVTF foram obtidos em um espectrometro Frontier (Perkin-
Elmer) Figura 5 em duplicata, com resolucdo de 4 cm™, 32 acumulacdes e na regido
entre 4.000 e 400 cm™. O instrumento foi equipado com o acessério de RTA, e 0s

sinais expressos em log(1/R).



Figura 5 — Espectrofotdmetro IVTF médio
Fonte: A autora (2015)

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi desenvolvida através do aplicativo Pirouette 2.7 da
Infometrix empregando a ACP. Previamente foi selecionado o conjunto de regides
com o maior numero de informacdes de interesse (regides espectrais) a técnica
aplicada de pré processamento dos dados foi a normalizacdo, a qual tem por
objetivo reduzir vibracdes indesejadas. As regides selecionadas foram 1749 a 1940
cm™, 2422 a 2814 cm™, 3037 a 3517 cm™. Para a elaboracdo das matrizes de dados
espectrais e confeccao dos espectros de infravermelho utilizou-se o software Origin
Pro 8.0 (northampton, MA 01060, U.S.A.).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO



Os espectros das amostras de vinho e suco resentaram seus padrbes
caracteristicos de grupos funcionais presentes em vinhos e sucos, respectivamente
(Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Espectros de IVTF das amostras de vinho
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Figura 7 — Espectros de IVTF das amostras de suco de uva

De modo geral os espectros apresentam similaridade entre si.

As bandas de absorcéo que caracterizam os alcodis sdo aquelas oriundas do
movimento de estiramento da ligacdo O-H em ligacdo hidrogénio intermolecular na
regido de 3200-3700 cm™ e estiramento da ligacdo C-O entre 1000 e 1280 cm™
(SILVERSTEIN, 2007).

O aumento da concentragdo do alcool faz com que o pico na regido de 3200-
3700 cm? seja substituido por uma banda larga e intensa nessa regido
(SILVERSTEIN, 2007).

No espectro de IVTF dos derivados da uva, observa-se o estiramento de OH
na regido entre 3600-3200 cm™ como uma banda larga e intensa. O estiramento C-O
aparece em 1047 cm™ no espectro de infravermelho de vinho e 1065 cm™ no
espectro de infravermelho do suco de uva.

A absorgao correspondente estiramento de C-H de alcanos ocorre na regiao
de 3000-2840 cm™ essa posicdo esta entre as que menos variam em um espectro.

O estiramento assimétrico ocorre em cerca de 2930 cm™. As vibraces de



estiramento de C-H grupo C-H terciario, sdo fracas e nos hidrocarbonetos a
absorcao ocorre em 2980 cm™(SILVERSTEIN, 2007).

No espectro de IVTF dos derivados da uva, o sinal na regido de 2980 cm™
pode ser indicativo de ligagédo C-H sp® com vibrac&o de estiramento.

Em 600-900 cm® tem-se uma banda larga de média intensidade,
caracteristica de compostos aromaticos resultantes da deformacdo angular C-H sp®
fora do plano do anel aromatico.

A vibracdo de estiramento da ligacdo dupla C=O sp? do grupo carbonila

mostra uma forte absor¢cdo muito caracteristica na regiao de frequéncia entre 1630-
1810 cm™.
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Figura 8 — Espectros de IVTF de vinho e suco de uva

Os espectros de IVTF de vinho e suco de uva (Figura 8) ndo apresentaram
diferencas qualitativas significativas. No intervalo de 1520 a 921 cm™ pode-se notar
uma pequena diferenca onde o espectro da amostra de vinho apresentou um sinal
mais intenso e pico mais definido que o espectro da amostra de suco de uva, esse

sinal é proveniente do estiramento da ligacdo C-O caracteristico de alcodis.



Isso aconteceu porque o0 suco de uva estava fermentando, ou seja, estava
ocorrendo fermentacao alcodlica, na qual as bactérias consomem 0s agucares tendo
producao de etanol e diéxido de carbono.

A intensidade de absorcdo de uma banda no IVTF €& proporcional a
concentracdo do componente que causou a banda. Por isso o sinal foi mais intenso
na amostra de vinho do que na amostra de suco de uva.

A ACP é uma técnica utilizada para demonstrar variacdo nos dados
multivariados. Ela foi empregada de acordo com suas similaridades e variacdes
espectrais das amostras, na regido do infravermelho médio.

Foram eliminadas as regifes que apresentaram pouca informacédo andlitica
relevante utilizando a técnica quimiometrica de normalizacdo. As regides
selecionadas para serem eliminadas foram 1749 a 1940 cm™, 2422 a 2814 cm™,
3037 a 3517 cm™ (Figura 9). Para andlises da ACP, os dados espectrais foram pré-
processados aplicando os dados centrados na média e transformacdo pela 22

derivada com tamanho de janela moével de 15 pontos (Figura 10).
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Figura 9 — Grafico da variabilidade versus loadings dos dados espectrais de IVTF de vinho e

suco de uva.

Através do grafico 9 é possivel ver as regides espectrais que apresentavam

pouca informacao analitica que foram eliminadas (em amarelo).
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Figura 10 — Grafico de escores da componente principal 1 versus a componente principal 2
dos dados de IVTF de amostras de suco de uva e vinho

A ACP foi utilizada para classificar as amostras de derivados de uva, vinho e
suco de uva (Figura 10) segundo a componente principal 1 e 2. As duas
componentes principais foram capazes de explicar 69,6% da variabilidade dos
dados.

Na Figura 10 foi possivel identificar 2 grupos distintos, um de vinho
(quadrantes Il e Ill) e outro de suco de uva (quadrantes | e IV). As diferencas vistas
por meio da ACP n&o foram detectadas por analise visual dos espectrogramas das
amostras de vinho e suco.

Outra ACP foi realizada para tentar encontrar um padréo entre as variedades
de uva em relacdo aos seus anos de producdo. Mas, ndo foi possivel descriminar

estas variaveis geogréficas, intrinsecas de cada tipo de matriz (dados nao
apresentados).



6 - CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos dados espectrais de IVTF e a ACP pbde-se classificar
amostras de vinho e suco de uva de acordo com a natureza quimica dos compostos
organicos presentes em cada tipo de matriz. Outra analise de ACP com as mesmas
condig¢@es utilizadas no vinho e suco foi realizada, mas néo foi possivel descriminar
entre as variedades de uva e 0s anos de producdo, 0 que comprova que nos anos
analisados, as safras de uvas colhidas apresentaram pouca variabilidade em sua
composicdo quimica, portanto apresentaram lotes muito homogéneos.

A IVTF associada a ferramenta estatistica mostrou-se eficiente na
diferenciacdo entre amostras de vinho e suco de uva, podendo ser aplicada como

meétodo de controle de qualidade em indUstrias alimenticias.
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