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Resumo

MORAIS, S. Cristiane. Aplicacio de Calibragao Multivariada em dados de
Espectroscopia UV-Visivel para previsao da Acidez total em vinhos. 2014. Trabalho
de conclusdo de curso — Tecnologia em Alimentos, Universidade Tecnologica Federal
do Parand (UTFPR). Campo Mourao, 2014.

Este trabalho teve como objetivo o estudo de uma metodologia alternativa a titulacao
acido base para medir a acidez total de amostras de vinhos brancos e tintos. Mais
especificamente, a pesquisa teve como foco oferecer como alternativa a técnica de
espectrofotometria nas regides Ultravioleta e Visivel (UV-Vis) por se tratar de uma
metodologia que pode ser introduzida na indastria para o monitoramento deste
parametro j& que possibilita a realizagdo de analises rdpidas sem perder a eficiéncia e
sem geracdo de residuos. Para possibilitar a utilizacdo de espectrofotometria UV-Vis foi
necessario realizar calibragdo multivariada utilizando-se o método quimiométrico de
regressao por minimos quadrados parciais (do inglés Partial Least Squares -PLS) entre
os espectros UV-Vis dos vinhos e os valores de acidez total, determinados pelo método
de referéncia, que no caso foi titulagdo acido base. A fim de se obter um modelo
satisfatorio para prever acidez total de novas amostras foram utilizadas estratégias
quimiométricas, como por exemplo, a andlise de componentes principais (do inglés
Principal Component Analysis - PCA) para observar se a amostra apresentava
comportamento linear, e o algoritmo Kennard Stone, para selecionar amostras utilizadas
no conjunto de dados utilizados na calibragdo e previsdo. Os valores da Raiz Quadrada
do Erro Médio Quadratico da Calibragdo (do inglés Root Mean Square Error of
Calibration - RMSEC), Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico da Previsdo (do
inglés Root Mean Square Error of Prediction - RMSEP) e o Coeficiente de correlagdo
(R?), relacionando calibragio e previsio, foram avaliados. Para o vinho branco os
modelos obtidos apresentaram valores de RMSEC, RMSEP e R? 5,87; 6,58 ¢ 0,71,
enquanto que para o vinho tinto os valores foram de 6,93; 8,58 e 0,71, respectivamente.
Os resultados sugerem que a metodologia pode ser utilizada ja que a titulagdo tem como
detector para o ponto final o olho humano, e pode trazer divergéncias com relagdo aos
erros obtidos. Além disso, foi utilizado o teste t-pareado para avaliar a compatibilidade
entre os métodos de titulacdo e espectrofotometria UV-Vis empregados, € o resultado
mostra que ndo existe diferenga significativa entre estes em um nivel de confianca de
95%. Assim, as vantagens oferecidas pelo método UV-Vis sdo inegavelmente atraentes
para exigéncias industriais, sugerindo que estudos com enfoque em métodos Opticos e
calibracao multivariada podem ser de interesse para a area e merecem ser observados
em estudos futuros.

Palavras Chave: Qualidade de vinhos, Analise, Tecnologia em alimentos, Modelos,
UV-Vis, Calibragao multivariada.



Abstract

MORALIS, S. Cristiane. Multivariate Calibration in UV-Vis spectrophotometry and
titration data to predict total acidity in wines. 2014. Research for Course Conclusion
— Food Technology, Federal Technological University of the Parand State (UTFPR).
Campo Mourao, 2014.

This research aimed the study of an alternative methodology to replace acid base
titration used to measure total acidity in white and red wines during the industrial
process of online measurements. More specifically, this research focused on providing
Ultraviolet and Visible (UV-Vis) spectrophotometry as an alternative tool for being
itself a methodology with potential to be applied in industry to monitor total acidity
since it provide fast analysis without loss in efficiency and without waste generation. In
order to apply UV-Vis spectrophotometry it was necessary the multivariate calibration
by using Partial Least Squares regression (PLS) between wine UV-Vis spectra and its
total acidity values, determined from reference method, which in this case was acid base
titration. The best model acquired to predict total acidity in new wine samples was
obtained trough chemometric strategies, as Principal Component Analysis (PCA), to
observe if the sample presented linear behavior, and Kennard Stone algorithm, used to
better select calibration and validation samples. The Root Mean Square Error of
Calibration (RMSEC) and Root Mean Square Error of Prediction (RMSEP) values and
R? relating calibration and prediction were evaluated. To the white wines evaluated in
the study the values obtained to RMSEC, RMSEP and R? were 5.87, 6.58 and 0.71,
while the model to the red ones provided 6.93; 8.58 and 0.71, respectively. The results
suggest that the methodology could be employed since the detection system used in
titration is the human eye, being a point of discussion among the errors obtained in it.
Moreover, the paired t-test was used to evaluate the compatibility among UV-Vis
spectrophotometry and titration, and the results shows that there is no significant
difference considering a confidence interval of 95%. In this way, the advantages
provided for UV-Vis spectrophotometry are enough attractive to the industries, what
suggests that some more studies focusing on optical methods and multivariate
calibration could be an interesting issue to the area and deserve to be observed in future
studies.

Key words: Wine quality, Analysis, Food Technology, Models, UV-Vis, Multivariate
Calibration.
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1. Introducio

Vinhos sdo misturas complexas de compostos organicos e inorganicos extraidos
a partir da uva. Os principais componentes do vinho sdo a agua, alcoois, acidos,
polissacarideos, agucares, compostos aromaticos, minerais e vitaminas (FILHO 2005).
Para a elaboragdo de vinhos tintos de qualidade, as uvas devem ser colhidas segundo o
critério que determina o ponto 6timo de maturagdo, considerando as variaveis agucares,
acidos, pH e polifendis. As primeiras trés variaveis determinam o indice de maturagao

tecnologica e os polifendis compdem o indice de maturacao fenolica (FILHO 2010).

Financeiramente, a vinicultura movimenta aproximadamente US$ 180 bilhoes
no mercado mundial (FILHO 2005). No Brasil, ndo se encontram disponiveis muitas
informagdes sobre producao e comercializagdo de vinho e de suco de uva. No entanto,
sabe-se que o unico Estado que realiza e publica estimativa ¢ o Rio Grande do Sul,
responsavel por cerca de 80% do volume da produgdo do Pais (FILHO 2010). Todavia,
para qualquer lugar do mundo em que se consuma vinho os parametros de qualidade sdao

0s mesmos, ¢ sdo eles que atribuem valor ao produto final.

De acordo com o INMETRO (MADURO et.al., 2007), dentre os parametros que
influenciam na qualidade e flavor dos vinhos, a acidez influencia sua estabilidade e
coloragdo, constituindo-se em uma das caracteristicas gustativas mais importantes. No
caso dos vinhos brancos a determinacdo da acidez pode ser medida por titulagdo
(FILHO 2005). Enquanto para vinhos brancos a determinacdo da acidez pode ser
medida por titulagdo, nos vinhos tintos uma das dificuldades ¢ a visualizagao do ponto
final da reacdo, devido os mesmos apresentarem coloracdo escura, sugerindo que
estratégias devem ser utilizadas a fim de se transpor esta dificuldade para analise da

acidez total (FILHO 2010).

As substancias que conferem caracteristicas acidas ao mosto ou ao vinho sao
acidos organicos relativamente fracos. Por isso, quando mostos e vinhos sdo titulados
com base forte, o ponto de equivaléncia sera maior que 7,0, usualmente entre 7,8 e 8,3

(BARROS 1990).

O método de determinag¢do da acidez total em vinhos é descrito por varias
instituigdes como a Association of Official Analytical Chemists - AOAC
(ZOECKLEIN, 1994), Office International de la Vigne et du Vin - OIV (1969) e
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Instituto Adolfo Lutz - IAL (2008). Em geral, os métodos preconizados envolvem a
titulagdo de neutralizacdo dos acidos com solu¢do padronizada de base, usando
fenolftaleina como indicador. A observagao visual da mudanga de cor no indicador ¢
uma pratica tradicional para detec¢ao do ponto final em titulagdes (CARDWELL et. al.,
1991), porém essa observagao ¢ dificultada quando amostras coloridas sao tituladas
(AFONSO e AGUIAR, 2004). Por esta razdo, recomenda-se a titulacao potenciométrica
quando as amostras sdo coloridas, como no caso do vinho tinto (OIV, 1969 e 1AL,

2008).

O maior problema envolvendo o método utilizado como referéncia para as
titulagdes de vinhos ¢ o consumo de tempo e a geracdo de residuos, além das
divergéncias existentes entre os resultados, ja que o ponto de viragem das titulagdes €
observada pelo olho humano. Estes fatos tornam as andlises de rotina nos processos
industriais uma tarefa dificil de ser “otimizada”, ja que as andlises que necessitam de
resposta imediata, como por exemplo, liberagdo ou proibicdo de um lote, ficam
comprometidas pelo tamanho da “fila de espera” dos demais vinhos que ja estao sendo
analisados. A fim de solucionar este problema ¢ possivel fazer uso de métodos opticos
calibrados pelo método padrao de titulagdo. Para isso, o0 novo método empregado deve

produzir, no maximo, os mesmos erros das medidas encontrados no método padrao.



2. Revisao Bibliografica

E importante, inicialmente, esclarecer a diferenca entre o valor de acidez
titulavel e pH. Acidez expressa a quantidade de acido presente enquanto o pH expressa
apenas o acido dissociado na solucao. O método recomendado atualmente para a

determinagdo da acidez em vinhos € a titulacao de neutralizagao (IAL, 2008).

Titulagdo (ou Volumetria) ¢ uma técnica comum de laboratorio em analise
quimica quantitativa, usada para determinar a concentragdo de um reagente conhecido.
O método consiste em reagir completamente um volume conhecido de uma amostra
com um volume determinado de um reagente de natureza e concentragdo conhecida
(solugdo padrdo). A substancia de interesse em qualquer determinacao recebe o nome de
analito. A espécie quimica com a maior concentracdo definida recebe o nome de
titulante, que ¢, em geral, uma soluc¢do obtida a partir de um padrao primario, podendo
ser um sal ou uma substancia gerada na solugdo que se deseja valorar. A solugdo a ter
sua concentragdo determinada recebe o nome de titulado (SIMOES 2003 e DANTAS
2004). Para a determinagdo da acidez total do vinho, segundo os protocolos citados
anteriormente, sugere-se a titulacdo acido base. Neste processo faz-se reagir um acido

com uma base para que se atinja o ponto de equivaléncia.

As titulagdes estdo entre os procedimentos analiticos mais exatos. Geralmente, a
quantidade de titulante ¢ variada até que a equivaléncia quimica seja alcancada, como
indicado pela mudanga de cor de um indicador quimico ou pela mudanga na resposta de
um instrumento. A quantidade do reagente padronizado necessaria para atingir a
equivaléncia quimica pode ser relacionada com a quantidade de analito presente.
Portanto, a titulagdo ¢ um tipo de comparag@o quimica. Dentre os problemas observados
na determinagdo da acidez total de vinhos através de titulagdo, fatores como o consumo
de reagentes, o descarte das solugdes produzidas, o dispéndio de tempo envolvido na
titulacdo e a destrui¢do da amostra utilizada devem ser considerados. Outra dificuldade
envolvida nesta determinagdo ¢ a falta de metodologias alternativas ndo destrutivas que
possam ser utilizadas ndo apenas pela industria, mas também pelo consumidor, principal
afetado pela variacdo na qualidade de vinhos. Com este enfoque, técnicas como as
espectroscopicas podem ser calibradas a partir de titulagdes para serem utilizadas com a

finalidade de se medir a acidez total de vinhos de forma rdpida e ndo destrutiva — e,



portanto, sem geracao de residuos — diminuindo custos ¢ aumentando a velocidade das

analises.

As medidas baseadas na luz ou outras formas de radiacdo eletromagnética sao
amplamente empregadas em quimica analitica e podem ajudar enormemente outras
areas, como por exemplo, a tecnologia de alimentos. As intera¢des da radiacdo com a
matéria sao o objeto de estudo da ciéncia da espectroscopia € os métodos
espectroscopicos de andlise sdo baseados na medida da quantidade de radiacdo
produzida ou absorvida pelas moléculas ou pelas espécies de interesse. De fato, o uso
corrente estende mais ainda o significado da espectroscopia de forma a incluir técnicas
que nem mesmo envolvem o uso de radiagdo eletromagnética, como a espectroscopia

acustica, de massas e de elétrons (SKOOG; WEST; HOLLER 2006).

Métodos espectroquimicos utilizam ndo somente a radiagdo visivel como
também a ultravioleta e a infravermelha, e sdo freqiientemente denominados métodos
opticos, mesmo a despeito do fato de que o olho humano nao seja sensivel a nenhum
dos dois ultimos tipos de radiacdo. Nestes métodos, de alguma forma, a amostra ¢
geralmente estimulada aplicando-se energia na forma de calor, energia elétrica, luz,
particulas ou por uma reacdo quimica. Antes de se aplicar o estimulo, o analito se
encontra predominantemente em seu estado de energia mais baixo ou estado
fundamental. O estimulo entdo resulta que algumas das espécies do analito sofrem uma
transi¢do para um estado de maior energia ou estado excitado. Obtemos informagdes
sobre o analito medindo-se a radiagdo eletromagnética emitida quando este retorna ao
estado fundamental ou a quantidade de radiagdo eletromagnética absorvida decorrente

da excita¢ao (SKOOG; WEST; HOLLER 2006).

A aplicagdo de espectroscopia nas regides do ultravioleta e visivel aliada a
calibracdo multivariada vem se tornando cada vez mais popular para quantificacdo de
espécies de interesse. A calibracdo multivariada de dados utiliza diferentes tipos de
amostras em um mesmo modelo matematico de calibracdo multivariada visando a
determina¢do de um mesmo analito de interesse. Esta forma de calibragdo apresenta
como vantagens modelos robustos e abrangentes, e que podem ser utilizados para a
previsdo de mais de um tipo de analito para as amostras, utilizando apenas uma forma

de analise (BERZAGHI; SHENNK; WESTERHAUS 2000).



Em calibragdao multivariada, mais de uma resposta instrumental ¢ relacionada
com a propriedade de interesse. No caso dos vinhos, a propriedade de interesse em foco
neste estudo foi a acidez total. Em calibra¢des de primeira ordem tem-se um vetor de
medidas instrumentais para cada amostra, por exemplo, um espectro por amostra.
Assim, cada coluna adquirida representa um comprimento de onda medido. Esses
métodos apresentam a chamada “vantagem de primeira ordem” que € a possibilidade de
realizar andlises mesmo na presenga de interferentes, desde que esses interferentes
estejam presentes nas amostras de calibragdo (MARTENS e NAES, 1996). Em outras
palavras, pode-se medir a acidez total do vinho desde que uma parcela da amostra

titulada tenha sido utilizada para a obtengao do espectro.

A regressdo ¢ uma forma matematica de se transferir as informagdes obtidas de
um método para outro. Uma diversidade de métodos de regressdo vem sendo utilizada
para a constru¢do de modelos de calibragdo multivariada. Dentre os métodos de
primeira ordem mais empregados um grande destaque pode ser atribuido ao método de
Regressdao por Minimos Quadrados Parciais (PLS — do inglés, Partial Least Squares),
que ¢ um método para ajuste linear entre as varidveis (GELADI e KOWALSKI, 1986).
Tem-se verificado que a maioria dos métodos de calibracdo multivariada empregados
em espectroscopia utiliza ajuste linear entre as varidveis, uma vez que este representa o

modelo de mais facil elaboragdo e interpretacao.

O PLS ¢ considerado o método de regressdo matematico mais utilizado para a
constru¢do de modelos de calibragao multivariada a partir de dados de primeira ordem.
Nesse método uma matriz de respostas instrumentais X e um vetor contendo os valores
obtidos a partir de uma metodologia de referéncia y ¢ decomposto em um produto de
duas matrizes, denominadas de scores e loadings (BRERETON, 2000). O modelo PLS
¢ construido através de uma relagdo linear obtida entre os scores de X e os scores de'y
(GELADI e KOWALSKI, 1986). Outras vantagens do PLS aliado a espectroscopia
incluem, além da rapidez, ndo geracdo de residuos toxicos, auséncia de preparo de

amostra e o método € ndo destrutivo.

Para construcdo do modelo PLS sdo necessarias uma etapa de calibracdo e uma
etapa de valida¢ao do modelo construido (BEEBE e KOWALSKI, 1987). Para avaliar

se 0 modelo realmente estd em concordancia com os resultados esperados, alguns



parametros de qualidade do modelo podem ser avaliados, tais como: Exatidao, Ajuste e

linearidade.

A exatiddo expressa o grau de concordancia entre o valor estimado pelo modelo
multivariado e o valor tido como verdadeiro obtido pelo método de referéncia. Esse
parametro ¢ expresso através da Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico de

Calibragdo (RMSEC) e de Previsio (RMSEP) (MARTENS e NAES, 1996):

RMSEP = |E=a0i9)” (1)

nv

nv .—17)2
RMSEC = [Z=0i=9)* 2)

nc

em que: y; € o valor de referéncia, y é o valor previsto pelo modelo multivariado, nv é o

numero de amostras na validagdo e nc é o numero de amostras na calibracao.

O ajuste € um parametro do modelo multivariado que ¢ estimado a partir da
correlagdo entre os valores tidos como referéncia e os valores estimados pelo modelo de
calibracdo multivariada. Isso ¢ feito determinando por minimos quadrados, a reta que
melhor se ajusta aos valores de referéncia e aos valores estimados pelo modelo, para as

amostras de calibragdo (MARTENS e NAES, 1996).

Avaliar a linearidade ¢ um problema em calibragdo multivariada pois as
variaveis sdo decompostas em scores e loadings. Qualitativamente, o grafico dos
residuos para as amostras de calibracao e validacao pode indicar se os dados seguem um
comportamento linear se a distribuicdo dos residuos for aleatoria (MARTENS e NAES,
1996).

Com o objetivo de comparar o método de referéncia, nesse caso titulagdo de
neutralizacdo, com o modelo PLS proposto, um teste t-pareado pode ser empregado. O
teste t-pareado ¢ um teste de significancia que possibilita verificar se o resultado obtido
por dois métodos diferentes sdo comparaveis em um dado nivel de significancia

(MILLER e MILLER, 2000).



3. Objetivos e Metas

Objetivo geral:

Este trabalho tem como objetivo principal a proposi¢do de uma metodologia
alternativa para a medi¢do da acidez total de vinhos. Mais especificamente, os estudos
sugeridos nesta pesquisa buscam oferecer uma metodologia que apresente vantagens
tais como custo relativamente baixo, ndo utilizagdo de solu¢des com reagentes quimicos
e, principalmente, técnicas que além de apresentarem carater ndo destrutivo da amostra
sejam suficientemente rapidas para serem implementadas na linha de producdo

industrial.

Objetivo especificos:

- Realizar a titulagdo volumétrica de vinhos brancos e tintos adquiridos em

comércio local;
- Adquirir espectros da regido Ultravioleta e Visivel dos vinhos brancos e tintos;

- Construir um modelo de calibragdo multivariada para os vinhos brancos € um

outro modelo de calibragdo multivariada para os vinhos tintos;

- Avaliar os parametros de qualidade (RMSEC, RMSEP ¢ R?) dos modelos de

calibragao multivariada obtidos no estudo;

- Comparar por “teste-t pareado” a significancia dos resultados obtidos entre os

métodos de titulacdo e espectrofotometria para avaliar se os métodos sdo compativeis.



4. Métodos e Procedimentos

As amostras de vinhos tintos e brancos foram adquiridas no comercio de Campo
Mourao, Parana. No total, foram adquiridas 26 amostras de vinho branco e 31 amostras
de vinho tinto. Tomando como base a metodologia sugerida pelo INMETRO e IAL, a
acidez total de vinhos tintos e brancos foi medida por titulagdo volumétrica utilizando-
se NaOH na concentragdo de 0,IN, padronizado com HCI 0,IN e indicador de

fenolftaleina para os vinhos brancos e azul de bromocresol para os vinhos tintos.

Inicialmente, foi retirada uma por¢do de aproximadamente 50 mL de vinho e
colocado em um béquer. Deste volume, foram separadas 3 aliquotas de 11 mL, dos
quais uma aliquota de 1 mL foi reservada para as medidas espectrais. Os 10 mL de
vinho foram titulados com NaOH 0,1N e os valores de acidez total foram determinados.

Os ensaios de titulacdo foram realizados em triplicata para cada variedade de vinho.

Para a realizagdo de medidas espectrais registradas na regido Ultravioleta e
Visivel (UV-Vis) foram avaliadas 3 aliquotas de 1 mL de cada vinho. O volume foi
transferido com pipeta volumétrica para uma cubeta de quartzo de 1 mm de caminho
optico. Esta cubeta foi utilizada por evitar a etapa de preparo de amostra por diluigdo, ja
que aumenta a sensibilidade espectral, melhorando a visualizagdo do perfil espectral por

diminuir o nimero de espécies absorventes.

As medidas foram realizadas com um equipamento da Ocean Optics modelo Red
Tide USB650 tipo Fiber Optic Spectrometer. A discrimina¢do de cada vinho assim
como as caracteristicas expressadas pelos fabricantes estdo apresentados na Tabela 1

para os vinhos brancos e na Tabela 2 para os vinhos tintos.



Tabela 1 - Vinhos brancos e suas caracteristica (marca- tipo- teor alcodlico —

localizagao).

Vinhos Marca Tipo Alf:gﬁco Fabricacio:
01 Irurti Cosecha Seco 12,00% Uruguai
02 Mr Thomas Semi Seco 10,50% Brasil (PR)
03 Alfajofar Suave 10,00% Brasil (PR)
04 Porto Mouro Suave 10,50% Brasil (PR)
05 Flowers Semi Seco 11,30% Brasil (RS)
06 Quinta Do Morgado Suave 10,10% Brasil (RS)
07 Aurora Suave 13,00% Brasil (RS)
08 O Barracao Suave 10,50% Brasil (RS)
09 Ottobello Suave 10,50% Brasil (PR)
10 Saint Germain Seco 10,50% Brasil (RS)
11 Quinta Do Morgado Seco 10,50% Brasil (RS)
12 Ottobelo Suave 10,50% Brasil (PR)
13 Gazzi Suave 10,50% Brasil (PR)
14 Liefraumilch Semi Seco 11,00% Brasil (RS)
15 Saint Germain Suave 11,00% Brasil (RS)
16 Chalise Suave 11,00% Brasil (RS)
17 Quinta Do Carvalho Seco 10,50% Brasil (RS)
18 Cancao Seco 10,60% Brasil (RS)
19 Arbo Seco 12,50% Brasil (RS)
20 Arbo Seco 11,00% Brasil (RS)
21 Paschoeto Suave 10,60% Brasil (PR)
22 Country Wene Suave 10,00% Brasil (RS)
23 Veneza Seco 11,00% Brasil (RS)
24 Jota Pe Seco 10,70% Brasil (RS)
25 Cancao Suave 10,40% Brasil (RS)
26 Bodega Vieja Semi Seco 12,50% Chile
27 Santa Ana Semi Seco 13,00% Argentina




Tabela 2 - Vinhos tintos e suas caracteristica (marca- tipo- teor alcoolico —
localizacdo).

Vinho Marca Tipo Alf(fgll;co Fabricacao
01 Santa Ana Seco N/C* Argentina
02 Santa Ana Semi Seco 12,59% Argentina
03 Acqua Santiera Seco 11,50% Brasil (RS)
04 Sonata Semi Seco 12,00% Chile
05 Panceri Seco 12,30% Brasil (SC)
06 Parana Suave 10,00% Brasil (RS)
07 Sangue De Boi Seco 10,00% Brasil
08 Cangao Seco 10,40% Brasil (RS)
09 Mioranza Suave 10,40% Brasil (RS)
10 Quinta Do Morgado Suave 10,10% Brasil (RS)
11 O Barracao Suave 10,40% Brasil (RS)
12 O Barracdo Seco 10,40% Brasil (RS)
13 Quinta Do Carvalho Seco 10,50% Brasil (RS)
14 Mr.Thomas Semi Seco 10,50% Brasil (PR)
15 Santos Anjos Suave 10,50% Brasil (RS)
16 Quinta Do Morgado Seco 10,50% Brasil (RS)
17 Porto Mouro Suave 10,50% Brasil (PR)
18 Precioso Semi Seco 10,50% Brasil (RS)
19 Jota Pe Seco 10,60% Brasil (RS)
20 Adega Véneto Seco 11,00% Brasil (RS)
21 Macaw Semi Seco 11,50% Brasil (RS)
22 Aljofar Seco 12,50% Brasil (PR)
23 Santa Ana Semi Seco 12,50% Argentina
24 Puente De Piedra Seco 13,00% Argentina
25 Bonarda Seco 13,00% Argentina
26 Aromo Reservado Seco 13,00% Chile
27 Rio Seco Seco 13,00% Argentina
28 J.P. Chement Seco 13,00% Franca
29 Santa Helena Seco 13,5,00% Chile
30 Salton Classic Seco 13%,00 Brasil (RS)
31 N/C* Suave N/C* Brasil

* N/C: Nao consta descricao em rotulo.

Ap6s a aquisi¢ao dos dados espectrais e dos valores de concentracdo de acidos
totais por titulacdo, iniciou-se a parte computacional do trabalho. O software empregado

nas andlises foi o Matlab 2007b empregando-se o PLS Toolbox 5.2. Uma selecao das
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variaveis foi utilizada com base a literatura (BUSCH et al., 2003, BUCH et al., 2004,
FAKAYODE et al., 2005).

Apos as analises prévias, foi empregado o método quimiométrico de calibracao

multivariada para dados de primeira ordem denominado PLS, descrito anteriormente.

Para que o PLS possa ser melhor compreendido ¢ necessario fazer uma distingao
entre os diferentes tipos de dados. Por exemplo, quando se tem um Unico valor de
absorbancia, (absorbancia em 520 nm) para cada amostra este tipo de dado ¢ dito
univariado ou de ordem zero. Quando se tem um espectro como resposta para cada
amostra tem-se um dado de primeira ordem. J4 no caso de se obter uma superficie de

resposta para cada amostra tem-se dados de segunda ordem (espectros com o tempo).

A Figura 1 apresenta um exemplo para dados de ordem zero, 1* ordem e 2°

ordem.
(ordem zero)
h
Absorbancia ) 7 I
o (1a. ordem)
N
Comprimento de onda (o) o
m

Ternpo (5)

ti

Figura 1. Tipos de dados (VALDERRAMA, BRAGA e POPPI, 2009).

Os espectros UV foram organizados no formato de uma matriz, em que cada
linha da matriz X corresponde a um espectro e cada coluna corresponde a absorbancia
nos diferentes comprimentos de onda. Na figura 2 € possivel observar a organizagao dos

espectros no formato da matriz.
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Comprimento de onda, nm

Figura 2. Organizagao dos espectros no formato de uma matriz.

A matriz X ¢ entdo correlacionada a um vetor y que contem os valores de acidez
determinados por titulacdo. A correlagdo entre X e y ¢ realizada através do método de
calibracao multivariada PLS.

Na calibragdo classica ou de ordem zero tem-se uma relagdo linear entre um
unico valor de absorbancia em um unico comprimento de onda em fungdo das
concentragdes. Nesse caso, a reta ajustada fornece um unico valor de coeficiente de

regressao (b), conforme Figura 3(A).

A calibragdo multivariada ¢ uma calibragdao inversa, onde a absorbancia nos
diferentes comprimentos de onda ¢ colocada em funcdo da concentragdo. Assim, obtém
um valor de “b” para cada comprimento de onda utilizado na construgdo do modelo de

calibragcdo multivariada, conforme ilustrado na Figura 3(B).

A = B
g
5 = 9
g :% Q\O/'
«T & ae g
L0 - Q-
[ o ‘{) s
2 AR
o y=bx+a O |0
< () /
S L

Concentracao (mollL) Absorbancia do espectro inteiro

Figura 3. Representagdo da calibragdo univariada (A) e multivariada (B).
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5. Resultados e Discussoes

A Figura 4 mostra os espectros obtidos na regido do UV-Vis e a regido utilizada

na calibragdo para as amostras de vinho tinto e branco.

Absorbincia

%00 se0 a0 soe w0 7o 890 800 00 300 ato 80 w00 700 800 800
Comprimento de onda, nm Comprimento de onda, nm

Absorbancla

35 360 370 380 390 400

Comprimento de onda, nm Comprimento de o

Figura 4 - Espectros UV-Vis das amostras de vinho: (A) branco; (B) tinto; (C) regido
do espectro utilizada na calibragcdo do vinho branco; (D) regido do espectro utilizada na

calibra¢ao do vinho tinto.

A regido entre 350 a 400nm (Figuras C e D) foi utilizada na constru¢do do
modelo de calibragdo multivariada. Nesta regido espectral os valores de absorbancia
foram inferiores a uma unidade e, portanto, sdo proporcionais a concentracdo, conforme
previsto pela Lei de Beer e esta regido tem sido proposta na literatura para modelos de
calibracdo multivariada através do método PLS (BUSCH et al, 2003, BUSCH et al,
2004, FAKAYODE et al, 2005).

Ap6s a escolha da regido, foi construido um modelo de calibracdo multivariada
para determina¢do da acidez do vinho branco e outro modelo para a determinagdo da
acidez do vinho tinto. Para constru¢do dos modelos de calibracdo as amostras foram
separadas entre conjunto de calibracdo e validagdo através do algoritmo de Kennard-
Stone (KENNARD e STONE, 1969). Este algoritmo seleciona as amostras com base
em suas distancias: a primeira amostra selecionada é a que apresenta a maior distancia
em relacdo a amostra média enquanto a segunda amostra a ser selecionada sera a que
apresentar maior distdncia em relagdo a primeira amostra selecionada. A proxima
amostra a ser selecionada apresentara maior distdncia em relagdo a ultima amostra
selecionada, e assim sucessivamente até atingir o nimero de amostras desejadas. Esse

algoritmo ¢ aplicado para realizar a selecdo das amostras que irdo compor o conjunto de
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calibracao, uma vez que procede a selecao das amostras de maior variabilidade, ou seja,
as amostras mais “externas” do conjunto total. Assim, cada conjunto de calibragdo foi
inicialmente composto por 55 amostras de vinhos brancos e 65 amostras de vinhos
tintos, e para o conjunto de validagao por 16 amostras de vinhos brancos e 17 amostras

para os vinhos tintos.

Para a construgdo dos modelos, os espectros foram centrados na média e o
numero de varidveis latentes foi determinado através dos resultados da raiz quadrada do
erro quadratico médio de validagdo cruzada (RMSECV) para as amostras de calibragao,
obtido por validacao cruzada do tipo “leave-on-out”. Nesse método de validagdo interna
o modelo ¢ construido e faz-se a previsao de uma das amostras de calibragdo que foi
‘deixada de fora’ no momento da constru¢ao do modelo. Esse procedimento ¢ repetido
até que todas as amostras do conjunto de calibragdo tenham sido previstas. Para o
modelo de quantificagdo da acidez do vinho branco foram necessarias um total de 10
variaveis latentes, enquanto que para o vinho tinto foram necessarias 15 variaveis

latentes.

Os resultados dos pardmetros de qualidade do modelo desenvolvido estdo
apresentados na Tabela 3. Os valores de exatidao sao representados RMSEC e RMSEP
e revelam que os valores estimados pelos modelos multivariados apresentaram
concordancia com os resultados esperados. Os valores de RMSEP e RMSEC sao
parametros globais que incorporam tanto erros sistematicos quanto aleatorios. Sendo
assim, um melhor indicador de exatiddo ¢ a regressao entre os valores de referéncia e os
valores estimados pelo modelo, e os valores da inclinacdo e do intercepto, apresentados

na Figura 5.

Tabela 3 - Parametros de qualidade dos modelos de calibragdo multivariada

Yinho RMSEC RMSEP R’
Branco 5,87 6,58 0,7091
Tinto 6,93 8,58 0,7094
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E possivel observar que o modelo de calibragio multivariado para determinar a
acidez no vinho branco apresentou melhor exatiddo do que o modelo para determinar a
acidez no vinho tinto. Uma explica¢do para esses resultados pode ser associada ao erro
do método de referéncia em que o ponto de viragem da titulacdo do vinho tinto ¢ muito
menos visual do que o ponto de viragem da titulagdo do vinho branco. A coloragao
apresentada pelo vinho torna dificil a visualizacdo precisa do ponto de viragem,

proporcionando, conseqilientemente, um erro maior.

O coeficiente de correlagdo para o ajuste estd apresentado na Tabela 3. Apesar
de parecerem valores muito baixos, resultados de coeficiente de correlagao da ordem de
0,7 ja foram reportados antes na literatura quando o método de referéncia, na calibracao
multivariada, ¢ a titulagdo (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI 2007, VALDERRAMA;
BRAGA; POPPI 2007, FERREIRA; PALLONE; POPPI, 2013)

"s T T T T T T

Mo~ y=071x+27 . -

Valores previsto pelo modelo (meq/L)

7 L L L L L L L L L
70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
Valores de referéncia (meq/L)

T T T T T T T T T

M- y=071%+27 .

Valores previstos pelo modelo (meqL)

L L r r r L r
70 75 80 85 920 95 100 105 110 115 120
Valores de referéncia (meg/L)

L L

Figura 5 - Ajuste do modelo PLS para determinacao da acidez no vinho. (A) Vinho

Branco. (B) Vinho Tinto. Amostras de calibragdo (¢) e validagdo (*).
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A linearidade do modelo de calibracdo multivariada de primeira ordem foi
avaliada através do grafico dos residuos da calibracdo e valida¢do, mostrados na Figura
6. Qualitativamente, este tipo de grafico pode indicar se os dados seguem ou ndo um

comportamento linear, se a distribui¢ao dos residuos for aleatoria.

Erro relativo (%)

20 L L r L L r L r r
70 75 80 85 % 95 100 105 110 15 120
Valores de referéncia (meg/L)

ok
%

Erro relativo (%)

* %

L L L i i
105 110 115 120

75 80 85 95 100
Valores de referéncia (meq/L)

Figura 6 - Residuos do modelo para determinagdo da acidez no vinho. (A) Vinho

Branco. (B) Vinho Tinto. Amostras de calibragdo (¢) e validagao (*).

A Figura 6 evidencia o comportamento aleatdrio para os residuos da calibragdo e
validacdo indicando que o modelo PLS na regido do UV segue um comportamento

linear.

Os resultados alcangados para determinagdao da acidez no vinho através da
espectroscopia na regido do UV e calibracio multivariada de primeira ordem estdo
correlacionados de tal forma a sugerir que o método se apresenta como muito
promissor. A Tabela 4 apresenta os valores de acidez nos vinhos tinto e branco,
determinados por titulacdo de neutralizagdo e os resultados previstos pelo modelo PLS.

Um teste de significancia, teste t-pareado, foi utilizado para comparar os dois métodos:
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modelo PLS e titulagdo de neutralizagdo. O teste t-pareado, que indica se existem

diferengas significativas entre os métodos utilizados, apresentou um valor para teajcylado

de 0,286 ¢ 0,059, enquanto o valor de tiberado ¢ de 2,131 € 2,120 para 95% de confianga,

para os vinhos branco e tinto, respectivamente. Como o valor de tcajculado € Mmenor que o

valor de tuppelado, €M ambos os casos, isso indica que ndo existem diferencas

significativas entre a titulacdo de neutralizacdo ¢ o modelo PLS na determinacdo da

acidez dos vinhos branco e tinto, respectivamente, no nivel de significancia

considerado.

Tabela 4 - Valores de acidez dos vinhos tinto e branco determinados por titulacdo de
neutralizagdo 4cido base e os resultados previstos pelo modelo PLS

Vinho Branco

Vinho Tinto

Valores de acidez Valores de Valores de acidez Valores de
determinados por acidez determinados por acidez
titulacao de determinados | titulacdo de neutralizacdo | determinados
neutralizacdo (meq/L) | pelo modelo (meq/L) pelo modelo
PLS (meq/L) PLS (meq/L)

91,20 88,14 79,20 92,98

88,80 84,51 88,80 88,08

98,40 90,71 93,60 83,29

98,40 96,42 85,80 89,84

91,20 101,45 91,00 87,39

86,40 77,51 98,80 94,63

96,00 87,59 111,80 113,09
105,60 96,99 98,80 91,27
74,40 74,65 117,00 106,24
103,20 99,36 85,80 99,26
88,80 92,91 111,80 98,35

86,40 97,91 88,40 98,88

98,40 94,63 96,20 98,90
100,80 97,63 98,80 94,64
93,60 98,77 91,00 81,64

91,20 83,60 91,00 88,72

- - 85,80 97,83
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6. Conclusoes

O desenvolvimento deste trabalho mostrou a possibilidade da utilizacao de
métodos espectroscopicos associados a métodos quimiométricos para a determinacao da
acidez nos vinhos branco e tinto. Os modelos construidos por calibragcdo de primeira
ordem utilizando o método PLS mostraram resultados satisfatorios para essa
determinagdo. A exatiddo do modelo para a determinagdo da acidez no vinho branco foi
superior a exatidao do modelo para a mesma determinagdo no vinho tinto. Isso pode ser
atribuido a um erro maior associado na determinagdo do ponto de viragem da titulacio
de neutralizacdo utilizada como método de referéncia na determinacdo da acidez nos

vinhos tintos.

Os modelos desenvolvidos se mostraram lineares, de acordo com a distribuicao
aleatoria dos residuos. Um teste de significancia foi aplicado aos resultados obtidos pelo
modelo PLS e os resultados obtidos pela titulacdo de neutralizagdo mostrando que, no

nivel de confianca de 95%, os métodos ndo apresentam diferenga significativa.
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